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importantes  en  el  tratamiento  de  patologías  como  la  hipertensión  arterial,  la 
insuficiencia  o  la  isquemia  cardíaca  y  que  constituyen  unos  de  los  problemas  de 
salud  pública  más  importantes  en  los  países  desarrollados.  La  presente  Tesis 






los  que  se  regula  la  contractilidad  del músculo  liso  vascular  no  se  conocen  con 
precisión.  
El  control  del  tono  del  músculo  liso  mediante  el  uso  de  fármacos 
vasodilatadores  que  actúan  directamente  sobre  la  célula  muscular  lisa  es  una 
estrategia  farmacológica  ampliamente  utilizada  para  el  estudio  de  la  función 
vascular. Existen diversos puntos sobre los que pueden actuar estos fármacos, entre 
los que figuran:  





A  través  de  estos  mecanismos  actúan  los  antagonistas  del  Ca2+,  los 
activadores de  los canales de K+ y  los fármacos que modifican  las concentraciones 
intracelulares de nucleótidos cíclicos. Muchos de estos  fármacos son clínicamente 




El  Ca2+  es  un  mensajero  intracelular  que  controla  multitud  de  procesos 





deben  en  buena  parte  a  la  invención  de  la  técnica  de  patch‐clamp  y  a  los 
indicadores fluorescentes de Ca2+. El método de patch‐clamp descrito por Neher y 
Sakmann en 1981  terminó  con  casi 20  años de  larga búsqueda de una  forma de 
detectar el  flujo de corrientes  iónicas a través de canales. En poco tiempo se hizo 
universal  y  se  convirtió  en una herramienta de  trabajo  fundamental  en  fisiología 
celular.  
Al mismo  tiempo de  la aparición del patch‐clamp,  surgieron  los  indicadores 




Tsien  desarrolló  la  primera  sonda  fluorescente  de  Ca2+,  quin‐2.  Fue  de  crucial 
importancia el hecho de que la desarrollase en forma de acetoximetiléster para, de 
esta  forma,  poder  atravesar  la membrana  y  retener  el  componente  fluorescente 
soluble en el  citosol gracias a  la acción de  las esterasas  celulares. El gran avance 
vino  de  la mano  de  la  segunda  generación  de  indicadores  fluorescentes  de Ca2+: 
fura‐2  e  indo‐1,  los  cuales  poseían mejores  características  y  se  podían  utilizar  a 
concentraciones más bajas. 
En el músculo liso vascular, las variaciones en los niveles de calcio intracelular 
([Ca2+]c)  desempeñan  un  papel  clave  en  el  mantenimiento  del  tono;  tanto 
directamente,  regulando  la  contracción  o  la  relajación  del  músculo  liso,  como 
indirectamente,  controlando  los  procesos  de  síntesis  y  liberación  de  sustancias 













Más  tarde  descubrió  que  esta  activación  estaba  mediada  por  una  sustancia 
desconocida hasta el momento. El descubrimiento y caracterización química de este 
intermediario,  denominado  “segundo  mensajero”  (la  hormona  sería  el  primer 
mensajero),  fue  fundamental para  la comprensión del mecanismo de acción de  la 
adrenalina  y  otras  hormonas.  Esta  nueva  sustancia,  identificada  como  un 
nucleótido, es lo que se denomina AMPc. 
El  descubrimiento  de  Sutherland  implica  que  la  adrenalina  induce  la 
formación  de  AMPc  en  las  células  hepáticas  y  éste,  a  su  vez,  activa  el  enzima 
fosforilasa, el cual permite la formación de glucosa. Entonces se planteó la cuestión 
de  cómo  la hormona estimula a  la célula para que  forme AMPc, y descubrió que 
ésto  tenía  lugar  por  medio  de  un  enzima  desconocido  hasta  el  momento 
denominado adenilil ciclasa (AC) (figura 1).  
La  idea principal en el esquema de  Sutherland es que  la  adrenalina  y otras 
hormonas no atraviesan  la membrana celular sino que  interaccionan con ésta. Ello 
conduce a  la activación de  la formación de AMPc que, en  la célula, activa o  inhibe 
varios procesos metabólicos.  Esta hipótesis  general  fue  inicialmente  criticada por 
científicos de la época, ya que parecía improbable que una sustancia como el AMPc 
pudiese  ocasionar  efectos,  más  o  menos  específicos,  cuya  causa  se  atribuía  a 
diferentes hormonas. Hoy se sabe que, junto con la adrenalina, un gran número de 
hormonas ejercen sus efectos por  la vía postulada por Sutherland. La especificidad 






Figura  1.  Esquema  general  propuesto  por  Sutherland  para  explicar  el 




   








especies.  Entre  estos  procesos  se  incluyen  las  funciones  cardiovasculares,  la 
fototransducción, el olfato, el  transporte de glucosa,  la adhesión  celular mediada 
por  integrinas, el crecimiento celular o  la apoptosis, entre otras. A pesar de que el 
AMPc  se  conoce  desde  hace más  de medio  siglo,  hay  cuestiones  acerca  de  su 
regulación para las que todavía no hay respuesta. 
En el músculo liso vascular el AMPc produce relajación por mecanismos no del 
todo  conocidos  y a  veces  contradictorios. Así, por ejemplo, existen evidencias de 
que fármacos que aumentan el nivel de AMPc reducen la entrada de Ca2+ a la célula, 
probablemente  debido  al  bloqueo  de  canales  de  Ca2+  tipo  L.  Sin  embargo,  los 
resultados  publicados  sobre  la  regulación  de  canales  de  Ca2+  por  el  AMPc  son 
bastante contradictorios debido, en parte, a las dificultades para obtener resultados 













la  fosforilación  del  1,4,5‐trifosfato  de  inositol  (IP3),  la  actividad  de  los  canales  y 
bombas de Ca2+, y la formación de otros mensajeros que movilizan Ca2+. Muchas de 





las  rutas  de  señalización,  aunque  su  significado  fisiológico  no  se  conozca 
exactamente. 
Entre  los  fármacos  que  modifican  los  niveles  intracelulares  de  AMPc  se 
encuentra  la forskolina. Descubierto en 1974, este diterpeno procede de  las raíces 
del Coleus forskohlii, planta originaria de Asia ampliamente utilizada desde tiempos 





Aunque  tradicionalmente  se  pensaba  que  el  AMPc  ejercía  sus  efectos 
principalmente por activación de  la PKA, en  los últimos años se ha demostrado  la 
existencia de una nueva clase de proteínas implicadas en la transducción de la señal 
mediada  por  el  AMPc.  Se  trata  de  las  denominadas  proteínas  Epac  (exchange 












seguimiento  de  la  concentración  de  AMPc  intracelular  ([AMPc]i)  en  tiempo  real. 
Estas  técnicas, basadas en métodos  fluorescentes y electrofisiológicos, utilizan  los 
tres efectores del AMPc  conocidos:  la PKA,  los  canales  activados por nucleótidos 
cíclicos y las proteínas Epac. 
Consideramos  que  el  presente  trabajo  tiene  un  interés  práctico  muy 


















































base a  su  inervación y a  la  respuesta generada  (Bozler, 1948), y así  lo  recogen  la 
mayoría de los libros de texto de fisiología actuales (Guyton, 2007). El primero está 
formado  por  fibras  musculares  lisas  separadas  que  operan  de  manera 
independiente  y  están  inervadas  individualmente  por  una  única  terminación 
nerviosa. Algunos ejemplos son el músculo ciliar del ojo, el iris, el vaso deferente o 
los vasos sanguíneos. En el músculo liso unitario, en cambio, las células individuales 
están  acopladas  eléctricamente  y  se  contraen  todas  a  la  vez,  como  una  única 
unidad. Este  tipo de músculo  liso,  también conocido como músculo  liso sincitial o 
visceral,  se  encuentra  por  ejemplo  en  el  tracto  gastrointestinal  y  en  el  sistema 
urogenital. 
Otro  sistema  de  clasificación  se  basa  en  el  estado  de  contracción  (Fisher, 
2010).  Si  el  músculo  liso  de  un  determinado  órgano  está  contraído  por  un 




continuamente  activo  (músculo  liso  tónico)  es  menos  dependiente  de  la 
despolarización de  la membrana. En  cambio,  tiene un mecanismo de marcapasos 







interactúan  de  forma  similar  en  ambos  tipos  de músculo.  Tampoco  contiene  el 
complejo  de  troponina  normal,  necesario  para  el  control  de  la  contracción,  de 
forma que el mecanismo de ese control es diferente. Además, existen importantes 
diferencias  entre  la  organización  física  del  músculo  liso  y  el  esquelético,  en  el 
acoplamiento  excitación‐contracción,  la  regulación  por  el  Ca2+,  la  duración  de  la 
contracción y la cantidad de energía necesaria para ello (Webb, 2003).  
1.1 Estructura de la pared vascular 
Los  vasos  sanguíneos  constan  de  tres  capas  concéntricas,  que  tienen  una 
composición y espesor diferentes en  función del  tipo de vaso  (Guyton, 2007). Las 
tres capas de la pared vascular, desde la luz hacia afuera son (Ross et al., 2005):  
 Túnica  íntima: es  la capa más  interna, en contacto con  la sangre circulante. 
Está  constituida  por  endotelio  (células  epiteliales)  y  una  capa  conjuntival 
subendotelial  que  contiene  la  membrana  elástica  interna,  cuyas  fenestraciones 
permiten  que  las  sustancias  difundan  con  facilidad  y  alcancen  las  células  más 
profundas del vaso. 
 Túnica  media:  se  extiende  desde  la  membrana  elástica  interna  hasta  la 
membrana  elástica  externa.  Está  compuesta  por  células  de músculo  liso  vascular 
(CMLV) rodeadas de tejido conectivo y fibras de elastina y colágeno secretadas por 
la propia célula. En las grandes arterias la capa media suele estar formada por más 




 Túnica  adventicia:  es  la  capa  más  externa.  Está  formada  por  tejido 
conjuntivo, fundamentalmente colágeno y fibras elásticas. A través de ella discurren 
los vasos encargados de la nutrición de la pared arterial o vasa vasorum, y las fibras 





  La  principal  función  del  músculo  liso  vascular  es  la  contracción  y  el 
mantenimiento del  tono vascular.  Las CMLV que  lo  conforman  tienen un  tamaño 
longitudinal  de  entre  20‐100  µm  y  un  grosor  que,  en  su  zona  central,  alcanza 
aproximadamente los 5 µm (Guyton, 2007). El interior de la célula está ocupado por 
tres tipos de miofilamentos: 
 Filamentos  finos:  contienen  fundamentalmente  monómeros  de  actina 
(actina G), una proteína contráctil globular de 42 kDa, que se dispone formando un 
filamento helicoidal con la proteína tropomiosina (proteína en forma de fibra de 70 
kDa). También contienen caldesmona  (proteína de 120‐150 kDa), que  se une a  la 
actina  F  (actina  polimerizada)  y  bloquea  el  sitio  de  unión  para  la  miosina.  Las 
acciones  de  la  tropomiosina  y  de  la  caldesmona  están  controladas  por  la  acción 
dependiente de Ca2+ de diversas moléculas reguladoras. 




miosina  está  conformada  por  dos  subunidades  de  alto  peso molecular  (cadenas 
pesadas) y cuatro de bajo peso molecular (cadenas  ligeras), también denominadas 
esenciales  y  reguladoras  respectivamente.  Las  cadenas  pesadas  se  enrollan  una 
sobre  la otra  formando una doble hélice. En  la  región  terminal de  la molécula  la 
estructura da  lugar a una  región sobresaliente, o cabezas de miosina, que son  los 
lugares  con  actividad  ATPasa  y  los  lugares  de  unión  a  la  actina  durante  la 
contracción. Asociadas a  las cabezas de miosina se encuentran  las cadenas  ligeras 
reguladoras. Éstas tienen aminoácidos específicos que pueden ser fosforilados por 
el ATP (reacción catalizada por la cinasa de la cadena ligera de miosina o MLCK, del 
inglés  myosin  light  chain  kinase).  Cuando  esto  ocurre  pueden  interaccionar  de 
forma cíclica con la actina y producirse el ciclo de los puentes cruzados.  
Otra estructura importante de la CMLV son los cuerpos densos. Éstos son una 
parte del citoesqueleto y constituyen un sitio de  fijación de  los  filamentos  finos e 
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intermedios  a  la  membrana  plasmática  (lo  hacen  por  medio  de  la  proteína  α‐
actinina).  Los  cuerpos densos existentes en  las membranas de  células adyacentes 
pueden unirse entre sí por puentes proteicos,  lo que permite  la  transmisión de  la 
contracción de unas células a otras.  
1.3 El proceso contráctil en el músculo liso 
En  condiciones  fisiológicas,  el  aumento  en  la  [Ca2+]c  necesario  para  la 
contracción muscular  puede  proceder  de  cambios  en  el  potencial  de membrana 
(acoplamiento  electromecánico)  o  de  la  unión  de  un  agonista  contráctil  a  su 
receptor  específico  en  la  superficie  celular,  y  la  consiguiente  activación  de  un 
segundo  mensajero  que  difunde  dentro  de  la  célula  hasta  el  lugar  de  acción 
(acoplamiento  farmacomecánico)  (Somlyo  y  Somlyo,  1968).  En  esta  forma  de 
regulación  se pueden producir  cambios en el potencial de membrana de manera 
secundaria. Ambos mecanismos pueden  tener  lugar  simultáneamente en  la CMLV 
(Orallo, 1996).  
Cuando,  por  alguno  de  los  dos mecanismos  anteriores,  los  niveles  de  Ca2+ 
citoplasmático aumentan por encima de 0,1 µM,  los  iones  se  fijan a  los  sitios de 
unión de  la calmodulina (CaM), proteína de unión al Ca2+ de aproximadamente 17 
kDa.  La  unión  de  cuatro  iones  Ca2+  a  una  molécula  de  CaM  activa  la  MLCK, 
formándose un complejo holoenzimático que cataliza  la transferencia de un grupo 
fosfato  del ATP‐Mg2+  a  un  residuo  de  serina  en  posición  19  (Ser19)  de  la  cadena 
ligera de miosina de 20 kDa  (MLC20). Esta  fosforilación permite  la activación de  la 




de  actina,  de manera  similar  a  como  ocurre  en  el músculo  esquelético,  pero  de 
manera más lenta. Una posible explicación a esta lenta contracción que tiene lugar 











excitador,  así,  la  fuerza  inducida  por  agonistas  es  mayor  que  la  inducida  por 
despolarización con niveles altos de K+. Este mecanismo fue denominado “aumento 
de  la  sensibilidad  al  Ca2+”  de  la maquinaria  contráctil  (ver  apartado  3.2)  (Pfitzer, 
2001; Somlyo y Somlyo, 1968). 
Una  vez  que  ha  tenido  lugar  la  contracción  muscular,  para  producir  la 
relajación del músculo  liso  se deben  retirar  los  iones Ca2+ del medio  intracelular. 
Esto se consigue mediante una bomba que  transporta  iones Ca2+ al exterior de  la 
célula  (plasma‐membrane  Ca2+‐ATPase,  PMCA),  o  hacia  el  RE 
(sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+‐ATPase, SERCA) (ver apartado 2.2). Estas 
bombas  actúan  lentamente,  en  comparación  con  la  bomba  de  Ca2+  del músculo 
esquelético.  
Cuando los niveles de Ca2+ disminuyen, éste se disocia de la CaM, la cinasa se 












  El  endotelio  desempeña  una  función  crucial  en  el  control  de  la  presión 
arterial,  regulando  el  tono  del  músculo  liso  vascular  en  respuesta  a  estímulos 
mecánicos y humorales por medio de  la síntesis de agentes vasodilatadores, entre 
los  que  destacan  el  NO,  el  EDHF,  la  PGI2,  o  factores  contracturantes,  como  la 
endotelina  (ET),  que  es  liberada  ante  estímulos  como  la  hipoxia,  la  distensión 
























  Además,  el  endotelio  participa  en  otras  importantes  funciones 
homeostáticas  independientes  del  tono  vascular,  como  son  la  regulación  de  la 
coagulación intravascular, la inflamación y la modulación inmune, y tiene capacidad 
de  influir  en  el  crecimiento  y  proliferación  de  las  CMLV  que  conforman  la  capa 
media de los vasos sanguíneos.  
El NO  es  un  gas  con  las  propiedades  de  radical  libre  que  actúa  como  una 
molécula mensajera. Está  implicado en procesos fisiológicos como  la relajación del 
músculo  liso,  la  inhibición  de  la  agregación  plaquetaria,  la  neurotransmisión  o  la 
regulación inmunológica, y es sintetizado por una amplia variedad de tipos celulares 
que  incluye  células  epiteliales,  nerviosas,  endoteliales  e  inflamatorias  (Gómez‐
Jimenez y Salgado‐Remigio, 1993; Rodrigo et al., 2000). 
  Una vez sintetizado, el NO difunde desde las células endoteliales sin requerir 
ningún  tipo  de  transportador  de membrana  y  estimula  en  las  CMLV  su  principal 
receptor, la guanilil ciclasa soluble (GC), que cataliza la síntesis de 3’‐5’ monofosfato 
cíclico de guanosina  (GMPc). Este nucleótido activa  su principal efector,  la  cinasa 
dependiente de GMPc (PKG, proteína cinasa G) e induce la relajación muscular por 
aumento  de  la  recaptación  de  Ca2+  por  el  RE  y  activación  de  los  canales  de  K+ 
activados  por  Ca2+  de  gran  conductancia  (BKCa)  que  conducen  a  una 
hiperpolarización y reducción de la [Ca2+]i (Dong et al., 1998) (ver apartado 4.2). 
  Hay  dos  tipos  de  PKG,  I  y  II,  de  la  cual  la  PKG  tipo  I  es  la  cinasa  más 
importante  en  la mediación  de  la  vasodilatación  y  la  inhibición  de  la  agregación 
plaquetaria.  La  actividad  del  GMPc  finaliza  por  su  conversión  a  5’‐GMP  por  las 
fosfodiesterasas  (PDE)  (Kwan  et  al.,  2009).  En  consecuencia  tiene  lugar  la 
vasodilatación y  la  regulación del  flujo y de  la presión  sanguínea. El NO, además, 
tiene  efectos  no  dependientes  de GMPc  y  que  son  relevantes  en  enfermedades 
vasculares como, por ejemplo, en la adhesión monocitaria. 
1.5 Modulación fenotípica de las células musculares lisas 
Las  CMLV  de  los  vasos  sanguíneos  maduros  son  células  altamente 




liso,  canales  iónicos  y  moléculas  de  señalización  necesarias  para  la  función 
contráctil, únicas en este tipo celular (Maurice et al., 2003). Estas células presentan 
baja actividad proliferativa y baja actividad sintética y, a diferencia de  los miocitos 
cardíacos  o  esqueléticos,  poseen  una  alta  plasticidad,  es  decir,  pueden  cambiar 
reversiblemente de fenotipo en respuesta a cambios  locales. Así,  los miocitos y  las 





de  componentes  de  la  matriz  extracelular  y,  al  mismo  tiempo,  disminuye  la 
expresión  de  los marcadores  contráctiles  específicos.  En  este  estado,  las  CMLV 




íntima,  hipertensión,  asma  o  aneurisma  vascular  se  produce  una  proliferación  y 
migración de las CMLV que puede ocasionar un estrechamiento de la luz del vaso y 
contribuir al desarrollo de complicaciones cardiovasculares severas. 
Las  CMLV  y  las  células  endoteliales,  aisladas  de  vasos  sanguíneos  y 
propagadas en cultivos de  tejidos, comparten muchas de  las características de  las 
células de fenotipo sintético o activado. 
1.5.1. Papel del AMPc en la proliferación del músculo liso vascular 
El AMPc es un  inhibidor de  la proliferación  celular. En  los vasos  sanguíneos 









que  la Epac y  la PKA actúan sinérgicamente en  la  inhibición de  la proliferación de 
manera  independiente  de  Rap1  (principal  efector  de  las  proteínas  Epac  y  que 








incrementa  la  expresión  de  marcadores  contráctiles  en  CMLV  e  induce  la 
diferenciación celular desde un  fenotipo proliferativo  (Chen et al., 2011). Además, 
se  ha  observado  que  tras  la  angioplastia  aumentan  los  niveles  de  PDE3A/4B  y 
disminuyen  los  niveles  de AMPc,  lo  que  aumenta  el  potencial  beneficioso  de  los 
inhibidores de fosfodiesterasas (Zhao et al., 2008).  
Un análogo de  la PGI2, el  iloprost, promueve el cambio a  fenotipo contráctil 
(aumenta la expresión de marcadores de diferenciación específicos de músculo liso) 
y  cambios  en  la  morfología.  Rzucidlo  y  sus  colaboradores  han  sugerido  la 
participación de la ruta AMPc/PKA en esta inducción (Rzucidlo et al., 2007). 
1.5.2. Otros factores que influyen en la proliferación del músculo liso vascular 
 Células  endoteliales:  contribuyen  a  mantener  las  CMLV  en  un  fenotipo 
diferenciado. Así, tras un daño arterial, una rápida endotelialización de la superficie 










 Suero  bovino:  el  cultivo  de  CMLV  en  presencia  de  suero  bovino  induce 
proliferación celular y desdiferenciación de las células, así como una regulación a la 
baja  de  los  niveles  de  expresión  de  proteínas  contráctiles  y  receptores  de  la 
superficie celular,  lo que se  traduce en una pérdida de contractilidad  (Campbell y 
Campbell,  1993).  El  Dr.  Hayashi  y  sus  colaboradores  (Hayashi  et  al.,  2001)  han 
sugerido que  los ácidos  lisofosfatídicos  insaturados extraidos de  la fracción  lipídica 
del suero son  los responsables de  la desdiferenciación de  las CMLV y, que en este 






El  Ca2+  es  un mensajero  intracelular  utilizado  por  numerosas  hormonas  y 
neurotransmisores.  Es  un  sistema  ubicuo,  con  gran  número  de  implicaciones 
fisiológicas entre  las que se encuentran  la contracción muscular o  la  liberación de 
neurotransmisores, la proliferación celular, la plasticidad sináptica o la apoptosis.  
La contractilidad del músculo  liso vascular depende de cambios en  la  [Ca2+]c 
finamente  regulados.  Para  esta  regulación  de  la  homeostasis  del  Ca2+,  la  célula 
dispone de distintos mecanismos que controlan, por un  lado,  la entrada y  la salida 
de Ca2+ desde/hacia el espacio extracelular y/o  los depósitos  intracelulares y, por 









































extracelular  (1‐2 mM) es muy superior a  la  [Ca2+]c  (0,1 µM). Para que se produzca 
una activación de la maquinaria contráctil es necesario que la [Ca2+]c se incremente 
hasta un rango de entre 1 y 10 µM (Akata,2007a; Bolton, 1979; Marin et al., 1999). 
La  [Ca2+]c  puede  incrementarse  por  una  liberación  de  Ca
2+  desde  los 




El Ca2+ procedente del medio  extracelular puede  entrar  al  citoplasma de  la 
CMLV a  través de varios  tipos de canales  (Marchand et al., 2012). Los principales 
tipos se describen a continuación. 
a. Canales de Ca2+ operados por voltaje  
Los  canales  de  calcio  operados  por  voltaje  (VOCC,  voltage‐operated  Ca2+ 




de  los  VOCC  ha  sido  demostrada  en  gran  cantidad  de  CMLV,  y  han  sido 
caracterizados tres tipos mediante métodos farmacológicos y electrofisiológicos.  
 Canales operados por voltaje tipo L 
Su  denominación  procede  del  inglés  long‐lasting  large  capacitance  (larga 
duración y gran capacidad). Son los mayoritarios y más importantes desde el punto 
de vista funcional en los vasos sanguíneos. Entre todos los canales de Ca2+ operados 
por voltaje,  los tipo L son  los únicos sensibles a dihidropiridinas  (DHP), por  lo que 
también se suelen denominar canales de Ca2+ sensibles a DHP. La regulación de  la 
entrada de Ca2+ externo a través de este tipo de canales es un destacado medio de 
control  del  estado  de  contractilidad  del  músculo  liso.  Diversos  vasodilatadores 
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ejercen  su acción  regulando  la probabilidad de apertura de  los  canales  tipo  L. Su 
inactivación  depende  del  voltaje  y  de  la  propia  [Ca2+]c  (Richard,  2005;  Sanders, 
2001). 
En  las CMLV, al contrario de  lo que ocurre en  los cardiomiocitos, el aumento 
de AMPc  inhibe el  flujo de Ca2+ a  través de estos canales y, por  tanto, suprime  la 
contracción  inducida  por  despolarización  de  la  membrana.  En  esta  inhibición 
probablemente interviene la PKA (Orlov et al., 1996; Kobayashi et al., 2003). 
 Canales operados por voltaje tipo T 
Su nombre procede del término  inglés transient  (transitoria). Su  inactivación 
es muy  rápida  y parece  ser únicamente dependiente de  voltaje.  Su presencia ha 
sido descrita en diferentes tipos de músculo liso, incluyendo el vascular (Rodman et 




importante  para  la  señalización  de  la  expresión  génica  necesaria  para  el 




en miocitos de aorta y de arterias  renales.  Su papel  fisiológico no  se  conoce  con 
exactitud, pero se ha planteado la posibilidad de que estén implicados en la entrada 






















la  unión  del  ligando  (NA, ATP, AVP)  al  receptor,  estos  canales  se  activan  por  un 
mecanismo mediado por proteínas G, para generar 1,4,5‐trifosfato de inositol (IP3) y 
diacilglicerol  (DAG)  por  acción  de  la  fosfolipasa  C  (PLC)  y  así  desencadenar  la 
liberación de Ca2+ necesaria para producir la vasoconstricción (Wynne et al., 2009). 
En  la  actualidad  se  cree  que  los  ROCC  son  un  tipo  de  NSCC  con  cierta 
selectividad por los cationes divalentes pero que, en condiciones fisiológicas, dejan 
pasar  fundamentalmente  iones  Na+,  por  lo  que  se  ha  discutido  ampliamente  si 




canales  acoplados  a proteínas G. Algunos miembros de  la  familia de  canales TRP 
(receptor  de  potencial  transitorio  o  transient  receptor  potential)  (ver  sección  e.) 
también han sido clasificados dentro de  los ROCC  (TRPC3, TRPC6 y TRPC7)  (Large, 
2002; Wynne et al., 2009). 
d. Canales operados por depleción y entrada capacitativa de Ca2+ 





fenómeno  se  conoce  como  entrada  de Ca2+  activada  por depleción  (SOCE,  store‐
operated  calcium entry) o entrada  capacitativa de Ca2+  (CCE,  capacitative  calcium 
entry)  y  fue propuesta por  JW Putney  en  la década de  los  90  (Putney,  1990).  La 
depleción de los reservorios intracelulares que da lugar a la CCE puede iniciarse con 
la unión de un agonista (hormona o factor de crecimiento) a un receptor acoplado a 
proteínas  G  (GPCR,  G‐protein  coupled  receptor)  o  a  un  receptor  de  cinasas  de 
tirosina (RTK, receptor tyrosine kinase). La activación del receptor desencadena una 
cascada de señalización que  implica  la síntesis de IP3 y DAG mediada por  la PLC. El 
IP3  se  une  a  sus  receptores  en  la membrana  del  RE  (IP3R)  y,  de  este modo,  se 
produce  la  liberación de parte del Ca2+ almacenado en el  interior de esta organela 
(Byron y Taylor, 1995; Matsuki‐Fukushima et al., 2009). 
  La CCE de Ca2+ desempeña un papel crucial en el relleno de  los reservorios 
intracelulares  deplecionados  (Noguera  et  al.,  1997),  sin  embargo,  la  contribución 
directa de este proceso al acoplamiento estímulo‐contracción depende del tipo de 
músculo liso. Concretamente, en el músculo liso vascular parece participar de modo 
importante en  la  regulación del  tono  (Gibson et al., 1998; Utz et al., 1999), pero 
también es  importante en  la proliferación  celular  y  la  apoptosis  (Wamhoff  et al., 
2006). 
  Los  canales  implicados  en  este  proceso  se  han  denominado 
tradicionalmente  canales  operados  por  depleción  (SOCC,  store‐operated  Ca2+ 
channels).  Aunque  no  se  conocen  sus  características  con  exactitud  los  SOCC  son 
altamente selectivos para el Ca2+ y otros cationes divalentes. Los canales SOCC que 
mejor  se conocen  son  los canales de Ca2+ activados por  liberación de Ca2+  (CRAC, 
Ca2+ release activated Ca2+ channels) y su presencia ha sido descrita en diferentes 
tipos  de  CMLV,  entre  ellas  en  las  células  A7r5  (Potier  et  al.,  2009).  Algunos 
miembros de  la  familia de  los TRPC han  sido propuestos  como posibles  SOCC en 
diferentes  tipos  de músculo  liso,  incluido  el  vascular  (Walker  et  al.,  2001)  (ver 
sección e.). Las isoformas TRPC1, 4, 5 y 7 son las que contribuyen a la CCE pero sus 
propiedades son diferentes a  las de  los canales CRAC. Mientras que  los CRAC son 
altamente selectivos para  iones Ca2+,  los canales TRPC son NSCC. Las  isoformas de 
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TRPC  activadas  por  la  depleción  de  los  reservorios  forman  un  canal  catiónico  no 
selectivo, permeable al Ca2+, distinto de los canales CRAC (Smyth et al., 2010).  
  A pesar de  los grandes avances en  los últimos años, todavía no se conocen 
con  exactitud  los mecanismos  que  conducen  a  la  apertura  de  los  SOCC  tras  el 
vaciado  de  los  reservorios.  Algunos  autores  han  propuesto  la  existencia  de  un 




de  la  Universidad  de  Boston  (Trepakova  et  al.,  2000).  La  primera  evidencia 
experimental de  la existencia de este mensajero es  fruto de un  trabajo previo de 
Randriamampita  y  Tsien  (Randriamampita  y  Tsien,  1993)  en  el  que  activan  la 
entrada  de  Ca2+  en  oocitos  de  Xenopus,  con  extractos  celulares  fraccionados  y 
purificados. Sin embargo,  la estructura molecular del CIF no ha sido caracterizada 
hasta la fecha. 
  Otros  investigadores  proponen  la  posibilidad  de  una  interacción  directa 




  Los  trabajos más  recientes  parecen  indicar  que  la  entrada  capacitatica  de 
Ca2+  necesita  dos  familias  de  proteínas:  las  proteínas  STIM  (stromal‐interacting 
molecule) y Orai. Las primeras están  localizadas en  la membrana del RE, y  tras  la 
depleción de  los  reservorios de Ca2+  se  reordenan  en  lugares muy próximos  a  la 
membrana  plasmática.  En  estos  lugares  de  unión  entre  el  RE  y  la  membrana 
plasmática  las proteínas  STIM  interaccionan y activan  la  subunidad  formadora de 
poro de  los canales SOCC (constituída por  las proteínas Orai). Este descubrimiento 
ha proporcionado información crucial acerca del mecanismo de acoplamiento entre 
los  reservorios  y  la  entrada  de  Ca2+  a  través  de  canales  SOCC  (Berna‐Erro  et  al., 





  En  las CMLV de  fenotipo proliferativo  la entrada  capacitativa de Ca2+ está 
aumentada con  respecto a  los miocitos contráctiles, y ello  se correlaciona con un 
aumento  de  la  expresión  de  STIM1  y Orai1.  En  un  reciente  trabajo, mediante  el 





  Los canales TRP  (transient  receptor potential)  fueron descritos  inicialmente 
en  los  fotorreceptores  de  la mosca  Drosophila,  pero  actualmente  se  conoce  su 
existencia en las células de los mamíferos, incluídas las CMLV (Walker et al., 2001), 
en las que se conocen al menos 10 isoformas de TRP. Estos canales son insensibles a 
cambios  en  el  potencial  de  membrana,  en  cambio  son  canales  catiónicos  no 
selectivos, permeables a diferentes cationes monovalentes y divalentes, incluido el 
Ca2+  (Firth  et  al.,  2007).  La  mayoría  se  localizan  en  la  membrana  plasmática  y 
forman una gran familia de canales catiónicos con diversas funciones fisiológicas. 





 TRPC  (canonical):  esta  subfamilia  está  formada  por  7 miembros.  En  el 
músculo  liso  vascular  son  importantes  debido  a  su  función  como  SOCC 
(TRPC1),  que  pueden  ser  activados  por  depleción  de  los  reservorios  de 
Ca2+, y  como ROCC  (TRPC3 y C6), que  se activan por DAG y permiten  la 
entrada  de  Ca2+  de  manera  independiente  de  la  PKC.  En  general,  los 





 TRPV  (vanilloid‐related):  se  han  identificado  6  miembros.  Se  activa 
específicamente  con  12,13‐didecanoato  de  4α‐forbol  (4α‐PDD)  e  induce 
un aumento progresivo de Ca2+ dependiente del Ca2+ extracelular en  las 
CMLV (Tanaka et al., 2008).  





en el mantenimiento de  la homeostasis cálcica en miocitos. En su  interior,  la [Ca
2+] 
puede  llegar a alcanzar  los 15 mM  (Sanders, 2001),  lo que supone entre cientos o 
miles de veces la concentración en el citosol. Esta capacidad de almacenamiento se 
debe  a  la  existencia  en  el  RE  de  proteínas  fijadoras  de  Ca2+,  principalmente 
calreticulina y calsecuestrina (Wray y Burdyga, 2010; Yáñez et al., 2012). 
  El RE tiene una parte superficial, próxima a  la membrana plasmática, y otra 
más  profunda.  La  porción  próxima  a  la  membrana  está  en  contacto  con 
microdominios  ricos  en  componentes  de  señalización  y  sirve  para  atenuar  la 
entrada de Ca2+ a través de la membrana. Esta proximidad del RE a los canales de la 
membrana  plasmática  así  como  la  limitación  en  la  difusión  de  Ca2+  permite  un 
aumento  del  Ca2+  muy  localizado  en  estas  áreas,  que  puede  alcanzar  el  nivel 
necesario  para  activar  canales  (K+  y  Cl‐),  intercambiadores  (Na+/Ca2+)  o  bombas 
(Ca2+‐ATPasa) (Wray et al., 2005). La parte más profunda del RE es la encargada de 
proporcionar el Ca2+ que se une a  la calmodulina  (junto con  la entrada directa de 


















tetrámero  de  subunidades  idénticas.  Cada  subunidad  está  constituida  por  seis 
dominios  transmembrana.  La  unión  del  IP3  a  su  sitio  de  unión  (IBC  o  IP3‐binding 
core)  en  el  tetrámero  desencadena  una  serie  de  cambios  conformacionales  que 
dará lugar a la apertura del poro central y a la salida de Ca2+ del RE al citosol (Taylor 
et al., 2009). En los vertebrados existen tres subtipos de este receptor (IP3R1, ‐2 y ‐




que  en  las  células  en  cultivo  y  en  homogenados  de  aorta  de  ratas  neonatas 
aumenta  la expresión de  las  formas 2 y 3. Ello  indica que cada  subtipo  tiene una 
función específica en  la  regulación del  [Ca2+]i durante  la proliferación del músculo 
liso vascular (Tasker et al., 2000). 
  Además  de  en  la  membrana  del  RE,  el  IP3R  se  encuentra  en  otras 
localizaciones de  la célula que  también contribuyen a  la señalización cálcica como 
son  la  membrana  plasmática,  vesículas  secretoras,  envoltura  nuclear,  retículo 




  Como  consecuencia  de  la  unión  del  IP3  a  su  receptor,  el  canal  se  abre  y 
permite  la salida de  iones Ca2+ del RE,  lo que conduce a un aumento de  la [Ca2+]c. 
Esta  liberación de Ca2+, dependiente de  IP3, también depende de  la  [Ca
2+]c. Es una 
regulación bifásica, es decir, es necesaria una  cierta  concentración  citoplasmática 
de Ca2+ (∼0,3 µM) para que se active la liberación de Ca2+ dependiente de IP3, pero 
si  los  niveles  aumentan  por  encima  de ∼1  µM,  se  inhibe  la  liberación.  Por  este 
motivo, este mecanismo (inicialmente descrito en CMLV y posteriormente en otros 
modelos  celulares)  tiene  la  propiedad  inherente  de  ser  regenerativo,  es  decir, 
cuando hay una liberación de Ca2+ local, en una parte de la célula, se libera Ca2+ en 
sitios adyacentes, así se generará una ola de Ca2+ que permite la transmisión de las 
señales  cálcicas de un  sitio de  la  célula  a otro de una manera que  recuerda  a  la 
propagación de los potenciales de acción nerviosos (Iino, 2010). 
  Así, cuando la concentración de IP3 aumenta, se desencadenan una serie de 





Ca2+  o  Ca2+ wave)  de manera  que  invade  toda  la  célula  (Parkash  y Asotra,  2012; 
Taylor y Tovey, 2010). 
  Un ejemplo de conexión entre las rutas del AMPc y del Ca2+ lo encontramos 




de GTP  a  Rap2B,  con  la  consecuente  activación  de  la  isoforma  ε  de  la  PLC  y  la 
liberación  de  Ca2+  de  sus  reservorios  intracelulares  (Schmidt  et  al.,  2001).  La 
isoforma  ε  es  la  única  entre  todas  las  isoformas  de  la  PLC  que  posee  actividad 
fosfolipasa  y actividad  intercambiadora de nucleótidos de guanina  (GEF, guanine‐
nucleotide exchange  factor). Ambas acciones  son necesarias para  la  liberación de 
Ca2+ mediada por el β‐adrenoceptor (y dependiente de Epac) en el corazón. 
  El  Dr.  CW  Taylor  y  sus  colaboradores  han  descrito  que  la  hormona 
paratiroidea  (PTH),  y  otros  receptores  que  estimulan  la  formación  de  AMPc,  se 
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comunican  con el  receptor de  IP3  a  través de  las denominadas uniones de AMPc 
(cAMP junctions), donde el AMPc pasa directamente de una isoforma específica de 
AC (AC6) a un subtipo específico del IP3R (IP3R2) para así aumentar su sensibilidad al 
IP3  (Tovey, 2008). Esta asociación selectiva entre  la AC6 y el  IP3R2 sería suficiente 
para producir la liberación de Ca2+ dependiente de IP3 desencadenada por la PTH.  
  Esta  observación  ha  sido  definida  como  señalización  binaria:  el  AMPc  se 
libera en su diana a concentraciones muy altas y  la activa mediante una respuesta 
del tipo todo o nada. En estos complejos queda restringido el acceso de las PDE. La 
otra manera  se denomina  señalización  análoga, donde dianas que  se encuentran 










por  el  Ca2+  o  CICR  (Ca2+‐induced  Ca2+  release).  Actualmente  se  conocen  tres 
isoformas (RyR1, 2 y 3), siendo  la  isoforma tipo 3  la mayoritaria en el músculo  liso 
(Zhang et al., 1999; Jiang et al., 2003) y en aorta (Ledbetter et al., 1994). 










ADP‐ribosil ciclasa,  incrementa  la sensibilidad del RyR al Ca2+ e  induce  la  liberación 
de este ión por un mecanismo de CICR (Guse, 2002). 
  La  estructura  primaria  del  IP3R  y  del  RyR  son muy  similares:  ambos  son 
proteínas homólogas y funcionan como una canal liberador de Ca2+ en la membrana 
del  RE.  La  principal  diferencia  entre  los  dos  tipos  de  liberación  de  Ca2+  es  que 




que  apenas  afecta  a  la  dependencia  del  Ca2+  del  IP3R  (Iino,  2010).  En  cultivos 
proliferativos de células musculares lisas de aorta de rata (RASMC, rat aortic smooth 
muscle  cells)  se  pierde  la  expresión  del  RyR,  con  la  consecuente  pérdida  del 
mecanismo de CICR sensible a  la cafeína  (la expresión del  IP3R no se ve afectada) 
(Vallot et al., 2000). 
 Canales de dos poros 
  Existe  un  tercer  grupo  de  canales  de  Ca2+  intracelulares  implicados  en  la 
señalización cálcica, en principio independientes de los IP3R y los RyR: se trata de los 
canales  TPC  (two‐pore  channels),  activados  por  NAADP  (nicotinic  acid‐adenine 
dinucleotide  phosphate).  Este  segundo mensajero,  producido  a  partir  del  enzima 





La  activación  de  los  canales  de  dos  poros  induce  una  liberación  de Ca2+  de 
receptores acídicos, como lisosomas y endosomas (Galione y Chuang, 2012), por un 
mecanismo  inicialmente  descrito  por  Genazzani  y  Galione  (Genazzani  y  Galione, 






  Una vez que ha  tenido  lugar el proceso de contracción muscular  se deben 
retirar los iones Ca2+ del líquido intracelular para que tenga lugar la relajación. Para 
disminuir la [Ca2+]c existe una serie de transportadores que se encargan de expulsar 
el  Ca2+  al medio  extracelular,  o  bien,  de mediar  su  recaptación  por  parte  de  los 
reservorios  intracelulares,  así  contribuyen a mantener niveles bajos de Ca2+ en  la 
célula en condiciones de reposo (Floyd y Wray, 2007). 
2.2.1 Salida de Ca2+ al medio extracelular 






el  único  de  alta  afinidad.  Esta  bomba  de  Ca2+  (PMCA)  posee  actividad  ATPasa 
dependiente de Ca2+ y Mg2+, es regulada por la CaM y transporta activamente Ca2+ 
desde  el  citosol  hacia  el  líquido  extracelular.  Este Ca2+  es  intercambiado  por  dos 
protones,  lo  que  supone  una  disminución  del  pH  citoplasmático,  que  es 
compensada por el intercambiador Na+/H+. 
  Está  codificada  por  cuatro  genes,  de  los  cuales  las  isoformas  1  y  4 
predominan  en  la  mayoría  de  los  tejidos,  mientras  que  las  2  y  3  son  tejido‐
específicas. En miocitos arteriales predomina  la  isoforma 4. Dentro de una misma 
célula,  las diferentes  isoformas pueden estar  localizadas en diferentes partes de  la 
membrana  plasmática  y  ser  responsables  de  funciones  diferentes  (Floyd  y Wray, 
2007; Szewczyk et al., 2010). 
 Intercambiador Na+‐Ca2+  
  El  intercambiador Na+/Ca2+  (NCX)  intercambia,  en  cada  ciclo, un único  ion 
Ca2+ por tres iones Na+ y, para ello, utiliza el gradiente de Na+ procedente de la Na+, 
K+‐ATPasa.  Es  un  intercambiador  electrogénico  y  bidireccional,  es  decir,  puede 
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mediar tanto  la entrada como  la salida de Ca2+ de  las células, dependiendo de  las 
variaciones en los gradientes de Na+ y de Ca2+ (Zhang et al., 2010). 
Está  presente  en  la mayoría  de  los  tipos  celulares  del  que  se  conocen  tres 
isoformas,  de  las  cuales  sólo  la  isoforma  1  (y  dos  variantes, NCX  1.3  y  1.7)  está 
presente en el músculo liso arterial (Karashima et al., 2007). 
2.2.2 Captación de Ca2+ por los reservorios intracelulares 
  Estos mecanismos, además de reducir  la  [Ca2+]c, devuelven  la capacidad de 
respuesta  a  las  células.  La membrana  del  RE,  principal  reservorio  de  Ca2+,  no  es 





isoformas 2a  y 2b están presentes en  los miocitos,  siendo  la  isoforma 2b  la más 
abundante  en  la mayoría  de  los  tejidos.  Su  actividad  puede  ser  inhibida  por  la 
tapsigargina,  que  impide  el  llenado  del  reservorio  y  en  consecuencia  activa  los 
canales de Ca2+ operados por depleción (Floyd y Wray, 2007).  
  Otra proteína  implicada en estos procesos es  la proteína fosfolamban. Ésta, 
cuando está defosforilada,  interacciona con  la SERCA para disminuir su actividad y 
sensibilidad al Ca2+. Por el contrario,  cuando es  fosforilada  (acción  llevada a cabo 
por la PKA) se disocia de su estructura pentamérica y disminuye su interacción con 




a  la  transcripción  génica,  a  la  apoptosis  y  al  crecimiento  celular,  sin  embargo, 







  El Ca2+ nuclear puede proceder del propio núcleo, ya que  la NE posee  sus 
propios  elementos  de  señalización  cálcica:  IP3R,  RyR  y  SERCA  (Wray  y  Burdyga, 
2010) o provenir del Ca2+ citosólico, que entra al núcleo por difusión pasiva a través 
del  poro  nuclear  (NPC,  nuclear  pore  complex).  Se  trata  de  un  gran  complejo 






los  depósitos  de  Ca2+  nuclear mediante  la  bomba  de  Ca2+‐ATPasa  nuclear  (NCA) 
(Malviya y Rogue, 1998). 
  Echevarría et al han propuesto  la existencia de un  retículo nucleoplásmico 
capaz  de  regular  las  señales  cálcicas  nucleares.  Esto  proporciona  un mecanismo 
potencial mediante el cual el Ca2+ puede regular simultáneamente muchos procesos 
independientes en el núcleo (Malviya y Rogue, 1998; Echevarría y Wihelma, 2003). 
  Existen evidencias de que  las mitocondrias participan en  la homeostasis del 
Ca2+  en  CMLV,  ya  que  están  implicadas  en  la  regulación  de  canales  iónicos  y 
transportadores de Ca2+ (Gilabert y Parekh, 2000). 
  La  principal  ruta  de  entrada  de  Ca2+  en  la mitocondria  es  a  través  de  un 
uniportador de  la membrana  interna mitocondrial  (MIM), de baja  afinidad por el 
Ca2+, y que emplea el gradiente eléctrico generado por la expulsión de iones H+ de la 
cadena respiratoria, para introducir Ca2+ en la mitocondria (Orallo, 1996). Debido a 
esta  baja  afinidad  del  uniportador  se  cree  que  este mecanismo  de  acumulación 
rápida de Ca2+ solamente es  importante cuando se alcanzan niveles patológicos de 
Ca2+  en  el  citoplasma  (Wray  y  Burdyga,  2010).  En  estas  circunstancias,  la 
mitocondria  acumula  Ca2+  en  forma  de  fosfatos  insolubles  y,  así,  se  evitaría  la 
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activación  de  enzimas  dependientes  de  Ca2+  letales  para  la  célula  (calpaínas, 
fosfolipasas y endonucleasas). 
  La MIM  también posee un  intercambiador Na+‐Ca2+, que utiliza energía del 




de  la membrana  interna mitocondrial  y  se  favorece  el  flujo  de  Ca2+  a  través  del 
uniportador.  
  En  estudios  de  microscopía  electrónica  y  confocal  se  ha  visto  que  la 
membrana mitocondrial y el RE están muy próximos, a una distancia menor de 10 
nm. Esta proximidad entre  ambos orgánulos  crea microdominios óptimos para  la 
señalización cálcica (Wray y Burdyga, 2010). 








caveolas.  Las  caveolas  son  un  tipo  de  balsas  lipídicas,  ricas  en  colesterol  y 





constituyan  microdominios  de  la  membrana  plasmática  que  incrementan  la 




  Para  los  componentes  de  las  rutas  de  señalización  intracelular  que  están 
concentrados en las caveolas, la regulación puede ser tanto negativa como positiva, 
















condiciones  los  aumentos  en  la  [Ca2+]c  que  dan  lugar  a  una  contracción  están 
causados, bien por una despolarización de  la membrana plasmática (acoplamiento 
electromecánico), o por la unión de un agonista vasoconstrictor a un receptor GPCR 
el  cual,  mediante  la  activación  de  la  PLC  hidroliza  el  fosfolípido  de  membrana 








  La primera etapa de  la contracción  (etapa  fásica) causada por agonistas es 
mediada  por  el  IP3  generado  por  la  activación  de  la  PLC,  que  difunde  desde  la 
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La PLD hidroliza  la  fosfatidilcolina de  la membrana para generar ácido  fosfatídico 
(LPA) y colina. A su vez el LPA puede dar lugar a DAG o servir como sustrato para la 
fosfolipasa A2,  liberando ácido  lisofosfatídico y ácidos grasos de 20 carbonos, que 
también modulan  la  actividad  de  la  PKC  y  sirven  de  sustrato  para  la  síntesis  de 
eicosanoides. 
3.2 Mecanismos  que  controlan  la  sensibilidad  al  Ca2+  de  los 
miofilamentos 
  Hemos visto anteriormente  (apartado 1.3) que  la actividad dependiente de 
Ca2+ de la MLCK y la fosforilación de la MLC20 son los mecanismos primarios para el 
desarrollo de fuerza contráctil en  las CMLV (Orallo, 1996). Sin embargo  la relación 
entre  la  [Ca2+]c  y  la  fosforilación  de  la  MLC20  varía  durante  el  desarrollo  y 
mantenimiento de la fuerza contráctil, lo que indica que la sensibilidad al Ca2+ de la 
fosforilación de la MLC20 es modulada por otras rutas de transducción de señales. 
  Se  define  sensibilidad  al Ca2+  como  el  fenómeno  por  el  cual  los  agonistas 
contráctiles producen contracción del músculo liso sin apenas variación de la [Ca2+]c. 




de  la  actividad  de  las  proteínas  inhibidoras  de  unión  a  la  actina,  que  regulan  la 
disponibilidad de actina para interaccionar con la miosina (Kim et al., 2008). 
3.2.1 Proteínas G  
  Las  proteínas  G  son  proteínas  de  membrana,  monoméricas  o 
heterotriméricas,  con  especial  afinidad  por  los  nucleótidos  de  guanina  (GTP, 
difosfato de guanosina). Su función es transducir las señales que llevan información 




  Las  proteínas  G  heterotriméricas  están  formadas  por  tres  subunidades 
proteicas: α, β y γ. En su forma inactiva las tres subunidades se encuentran unidas. 
Cuando un agonista se une a un receptor de la familia de GPCR se produce en éste 
un  cambio  conformacional  que  permite  la  activación  de  una  proteína  G, 
separándose las subunidades β y γ de la α. La subunidad α (subunidad que posee la 
actividad GTPasa)  pierde  su  afinidad  por  el  receptor  y  queda  libre para  unir  una 
molécula  de  GTP,  activándose  a  su  vez  la  proteína  efectora.  Cuando  el  GTP  se 
hidroliza en GDP  (difosfato de  guanosina)  la proteína G  vuelve  a  su estado basal 
(inactivo) (Akata, 2007a). 
  Se han identificado varios tipos de subunidades α:  
 αs: estimula  la AC que, a su vez, convierte el ATP en AMPc y activa  la PKA, 




  En  las  CMLV,  la  relación  fuerza/[Ca2+]c  es  mucho  mayor  durante  la 
estimulación  con  agonistas  de  un  receptor  que  durante  la  despolarización  de  la 
membrana en CMLV, por tanto,  la sensibilidad al Ca2+ de  las proteínas contráctiles 
aumenta  tras  la  estimulación  del  receptor.  Los  principales  mecanismos  que 













  La PKC engloba a una  familia de 12  isoformas clasificadas en 3 grupos que 
fosforilan sustratos de serina y/o treonina en sus proteínas diana, y desempeña un 




  La PKC  fosforila proteínas  reguladoras de membrana.  La proteína MARCKS 
(myristoylated alanine‐rich C‐kinase substrate), sustrato de  la PKC, está unida a  la 
actina‐F  y  funciona  como  un  puente  de  unión  entre  el  filamento  de  actina  y  la 
membrana plasmática. Cuando es fosforilada por la PKC se inhibe su asociación con 
la actina y con  la membrana plasmática y se  libera al citoplasma. La PKC  también 
fosforila la proteína Gi y, así, facilita la disociación de la subunidad α1 de la AC, y por 
tanto, su inhibición (Salamanca y Khalil, 2005; Khalil, 2010). 








del  aumento  en  la  [Ca2+]c  inducida por  agonistas  en  el músculo  liso. Además,  en 
CMLV fosforila proteínas reguladoras de los microfilamentos.  
La  interacción de  la PKC con sus sustratos activa una cascada de cinasas que 
en  último  lugar  da  lugar  a  la  contracción  del músculo  liso  vascular.  Además  de 




revierte  la  inhibición de  la miosina ATPasa activada por actina,  lo cual permite que 
haya más  actina  disponible  para  unirse  a  la miosina  y  aumentar  la  contracción 
muscular. 
  En la línea celular COS1 se ha encontrado otro ejemplo de conexión entre las 
rutas del AMPc y del Ca2+:  la  inducción de determinados genes mediadores en  la 
respuesta  antiinflamatoria,  como  el  gen  SOCS3  tiene  lugar  a  través  de  la 
estimulación de la proteína Epac1 por el AMPc y la activación de la isoforma α de la 




la  fosforilación de  la MLC, pero cuando  la  [Ca2+]c empieza a disminuir se activa  la 
ruta  Rho  A/ROK.  RhoA  (ras  homolog  gene  family, member  A)  es  una  proteína G 
pequeña perteneciente a  la  superfamilia Ras que  se activa por diversos agonistas 
contráctiles. Como  la mayoría de  las GTPasas, RhoA es activa cuando está unida a 
GTP e inactiva cuando el nucleótido que une es GDP. En reposo, la forma inactiva de 
la  RhoA  está  complejada  con  el  inhibidor  de  la  disociación  de  nucleótidos  de 
guanina (GDI, guanine‐nucleotide dissociation inhibitor) en el citoplasma.  
  La  cinasa  Rho  (ROK,  rho‐associated  protein  kinase)  es  una  serina‐treonina 
cinasa  que  pertenece  a  la  familia  AGC  (PKA,  PKG,  PKC)  (Ishikura  et  al.,  2005). 
Cuando  el  complejo  RhoA‐GDI  es  estimulado  por  factores  intercambiadores  de 
nucleótidos  de  guanina  (GEF,  guanine‐nucleotide  exchange  factors),  el  GTP 
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reemplaza  al GDP  en  la  RhoA.  Entonces,  la  forma  activa  de  RhoA  (RhoA‐GTP)  se 
disocia del complejo y se transloca del citosol a la membrana (mientras que GDI es 
retenido en el citoplasma), donde activa a  la ROK (Akata, 2007b). Esta última, a su 
vez,  fosforila  a  la  subunidad  de  unión  a  la  miosina,  la  proteína  MYPT  (myosin 
phosphatase targeting protein), la cual inhibe la actividad catalítica de la MLCP. De 
este modo, aumenta  la fosforilación de  la MLC20 (catalizada por  la MLCK Ca
2+‐CaM 





  La ruta RhoA/ROK está  implicada en  la  fase tónica de mantenimiento de  la 
fuerza  contráctil  en  respuesta  a  varios  agonistas,  por  lo  que  se  han  propuesto 
diversos  inhibidores  de  esta  ruta  como  potenciales  antihipertensivos.  De  hecho 
diversos inhibidores de ROK reestablecen los niveles normales de presión arterial en 
varios modelos de rata hipertensa (Swärd et al., 2003). 
  El ácido araquidónico  liberado mediante hidrólisis de fosfolípidos,  llevada a 
cabo  por  la  fosfolipasa  A2,  activa  a  la  ROK  de manera  independiente  de  RhoA, 
contribuyendo  así  a  aumentar  la  sensibilidad  al  Ca2+  mediada  por  ROK  (Akata, 
2007b). 
  En un reciente trabajo  llevado a cabo por el grupo de Somlyo  (Zieba et al., 
2011), se ha descrito un mecanismo de señalización mediado por AMPc por el cual 





  La  proteína  cinasa  II  dependiente  de  Ca2+‐CaM  (CaMKII)  es  una  proteína 
cinasa  específica  para  serina  y  treonina  regulada  por  el  complejo Ca2+‐CaM.  Está 
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  En su forma  inactiva, un dominio autoinhibidor bloquea el sitio activo de  la 
molécula, pero  la asociación Ca2+‐CaM  interrumpe esta autoinhibición y el enzima 
se  activa.  A  continuación  tiene  lugar  una  autofosforilación  en  las  posiciones 
treonina  286/287  que  desacopla  el  dominio  autoinhibidor,  en  consecuencia  la 
cinasa adquiere autonomía que mantiene incluso a bajas concentraciones de [Ca2+]c. 
Además, de esta manera se  incrementa hasta 1.000 veces su afinidad por  la CaM. 
Esta  capacidad de  retención de  la actividad  tras haber  sido previamente activada 
por  Ca2+  se  denomina memoria molecular,  proceso  que  ha  sido  vinculado  a  la 
plasticidad  sináptica, el  aprendizaje  y  la memoria.  En  el músculo  liso ocurre  algo 
similar para prolongar el tono vascular (Kim et al., 2008).  
  Sin  embargo,  la  CaMKII  fosforila  la MLCK  cuando  la  [Ca2+]c  es  elevada  en 
respuesta a agentes vasoconstrictores, lo que disminuiría la sensibilidad al Ca2+ (Kim 
et  al.,  2008;  Trebak  et  al.,  2010).  Se  ha  propuesto  que  esto  actuaría  como  un 
mecanismo de  regulación negativa para evitar  altos niveles de  fosforilación de  la 
MLC (Pfitzer, 2001). 
3.3.2 Tirosina cinasas 
  Las  tirosina  cinasas  (TK)  son  enzimas  que  catalizan  la  transferencia  de  un 
grupo  fosfato  del  ATP  al  aminoácido  tirosina  de  una  proteína.  Las  TK  están 




liso vascular. Además,  los  inhibidores de  las TK atenúan  las respuestas contráctiles 







también  juegan un papel  importante en  la contracción vascular (Park et al., 2003). 
Las  MAPK  no  están  directamente  acopladas  a  receptores  sino  que  necesitan 
efectores  para  transmitir  la  señal  del  receptor  a  la  ruta  correspondiente.  Estos 
efectores  son muy  buenos  candidatos  para  el  entrecruzamiento  con  otras  rutas 
celulares. 
En mamíferos se conocen tres isoformas de la familia de las MAP cinasas:    
 Cinasas  reguladas  por  señales  extracelulares  (ERK,  extracelular  signal‐
regulated kinases). Se activan por agonistas (ET‐1, ATII y fenilefrina) e inducen la 
contracción del músculo  liso por un mecanismo dependiente de  la producción 
de  anión  superóxido  (Ding  et  al.,  2007; Do  et  al.,  2009)  y  de  la  presencia  de 
endotelio, ya que el  tratamiento con  inhibidores de  la  ruta de ERK1/2  inhibe  la 
generación de anión superóxido pero no el tono espontáneo de la aorta. 
 Cinasas C‐jun (JNK, C‐Jun N‐terminal kinases). Están  implicadas en procesos 
celulares  que  intervienen  en  el  desarrollo  de  la  aterosclerosis,  como  la 
homeostasis lipídica en macrófagos (Sumara et al., 2005). 
 p38 MAP cinasa (p38 MAPK). Esta cinasa está relacionada con  la  intensidad 
de  la  contracción  en  el  músculo  liso  vascular  ya  que  en  CMLV  de  aorta  la 
angiotensina II (Ang II) aumenta de manera rápida y transitoria la actividad de la 
p38 a  través del receptor AT1. Esta  respuesta es mediada por activación de  la 
MAPKAP cinasa 2 (MAP kinase activated protein) y la HSP27 (heat shock protein 
27),  se  reproduce  por  exposición  de  las  células  al  H2O2  y  disminuye  por 
pretratamiento de  las células con antioxidantes. El tratamiento con SB‐230580 
(inhibidor de  la p38 MAPK) bloquea  la activación de  la MAKAP cinasa‐2 y de  la 
HSP27. También disminuye la potencia con la que la Ang II contrae los anillos de 
aorta, lo que sugiere que la ruta de la p38 MAP kinasa modula selectivamente la 





la  caldesmona.  Esta  proteína  inhibe  la  actividad  ATPasa  de  la  actomiosina 
(inhibición que desaparece cuando la caldesmona es fosforilada por las MAPK) pero 
este mecanismo no se ha podido demostrar in vivo. La mayor parte de los trabajos 
sugieren  que  la  fosforilación  de  la  caldesmona  por  las MAPK  no  participa  en  los 
mecanismos que aumentan la sensibilidad al Ca2+ (Somlyo y Somlyo, 2003). 
  Las  proteínas  G  pequeñas  son  efectoras  de  las  MAPK  también 
interconectadas con rutas de señalización en las que interviene el AMPc. La ruta de 
la PKA y  la cascada de  las MAPK modulan procesos comunes en  la célula, uno de 
ellos consiste en la inhibición de la ERK1/2 mediada por RAF1 y dependiente de PKA. 










2011) han estudiado el papel de  las  isoformas 3A y 3B de PDE en el control de  la 
proliferación  de  las  CMLV,  y  han  visto  que  lo  hacen  fundamentalmente  por  dos 
mecanismos: por inhibición de la fosforilación de Raf‐1 mediada por la PKA, lo que 
interferiría en  la  señalización  llevada a  cabo por  las MAPK,  y por  inhibición de  la 











  En  el  sistema  cardiovascular,  junto  con  el  Ca2+  citoplasmático  y  el  IP3,  el 
AMPc  y  el  GMPc  están  implicados  en  la  regulación  de  una  gran  cantidad  de 
funciones en prácticamente todos los tipos celulares (Maurice, 2005).  
  En  las CMLV,  disminuyen  el  tono  vascular  y,  en  las  células  endoteliales  el 
AMPc  inhibe  la  migración  y  proliferación  de  las  mismas  necesaria  para  la 
angiogénesis  (Matsumoto  et  al.,  2003;  Netherton  y  Maurice,  2005).  En  los 
cardiomiocitos, el aumento de AMPc produce un aumento de  la contractilidad en 
respuesta a una activación simpática (Vandecasteele et al., 2006). En las plaquetas, 
el AMPc y el GMPc  son  los principales  inhibidores de  la activación de  las mismas 
(Kim  y  Liao,  2008).  Estas  funciones  son  independientes  y  están  reguladas  por 
hormonas o fármacos que actúan por modificación de los niveles de AMPc o GMPc. 















especies e  incluso dependen del estímulo desencadenante de  la  vasoconstricción 
previa. Se han propuesto varias hipótesis para explicar la relajación del músculo liso 
vascular mediada por AMPc e independiente de endotelio (Morgado et al., 2012):  
1) Disminución  de  la  [Ca2+]i  necesaria  para  la  fosforilación  de  la MLC20  y  el 
desarrollo de fuerza contráctil, por secuestro y extrusión del Ca2+ libre:  




 Estimulación  de  la  recaptación  de  Ca2+  por  parte  de  los  reservorios 
intracelulares,  proceso  que  parece  estar  mediado  por  fosforilación  de  la 






 Reducción  de  la  sensibilidad  de  la  maquinaria  contráctil,  bien  por  una 
disminución de la sensibilidad a la [Ca2+]c de la fosforilación de la MLC20 o por 
un desacoplamiento entre la contracción y la fosforilación de la MLC20. 
2) Hiperpolarización  de  la  membrana,  principalmente  por  activación  de 
canales de K+ y reducción de la entrada de Ca2+ a través de los VOCC, inactivación de 
los canales de Na+ y/o inactivación de otros canales. 
3) Desacoplamiento  de  la  fuerza  de  contracción  de  la  fosforilación  de  la 
MLC20,  independientemente de  la  [Ca
2+]i, y  regulación de  los  filamentos  finos. Las 
proteínas de unión a los filamentos finos contribuyen a la actividad contráctil de la 








incrementar este  valor 20  veces en pocos  segundos (Lim et al., 2008). Cuando  la 






La  proteína  cinasa  dependiente  de  AMPc  (PKA)  es  la  responsable  de  las 
acciones  fisiológicas  de  numerosas  hormonas,  neurotransmisores  y  factores  de 
crecimiento, y es el principal efector intracelular para el AMPc (Haynes et al., 1992). 
La  ruta  del  AMPc/PKA  se  activa  por  la  unión  de  diferentes  ligandos  a  sus 





  Estructuralmente  la  PKA  es  una  serina‐treonina  cinasa  holotetramérica, 
formada por un dímero de  subunidades  reguladoras  (R) donde  cada  subunidad R 








Existen  tres genes que codifican para  la  subunidad C  (Cα, Cβ y Cγ). Cα y Cβ 
presentan  una  alta  homología  entre  sus  secuencias  y  se  expresan  ampliamente, 
mientras que Cγ presenta menor homología  con  las otras  subunidades  y  se halla 
principalmente en los testículos (Kim et al., 2007). 
  Para la subunidad R, se han identificado cuatro genes (RIα, RIIα, RIβ, RIIβ). RI 
sólo  se  asocia  con  otras  subunidades  RI,  mientras  que  RII  sólo  se  asocia  con 
subunidades RII. RIα y RIIα son las isoformas R predominantes en la mayoría de los 
tejidos.  Las  isoformas  β  se  encuentran principalmente en el  SNC  y en  los  tejidos 
reproductores.  Las  subunidades RI  predominan  en  el  citosol mientras  que  las RII 
están  asociadas  a  la  membrana  (formas  particuladas).  Estas  diferencias  en  la 
















  Las  subunidades  R  (fundamentalmente  las  isoformas  particuladas)  están 
recluidas en localizaciones diferenciadas dentro de la célula debido a su anclaje a las 
proteínas  AKAP  (ver  apartado  4.4).  Esta  unión  contribuye  a  aumentar  la 
especificidad  así  como  a  la  regulación  espacial  y  temporal  de  la  ruta  AMPc‐PKA 
(Pidoux y Taskén, 2010). 










la  PKA  también  es  susceptible  de  ser  activada  por  GMPc.  En  el músculo  liso  la 
[AMPc] basal es del orden de 10 veces mayor que la [GMPc]i. Así un aumento de la 
[AMPc]i  podría  activar  ambas  cinasas, mientras  que  un  aumento  de  la  [GMPc]i 




hoy en día  se  conocen otras dianas  intracelulares  con dominios de unión para el 
AMPc. Así, en  los últimos años se ha demostrado  la existencia de una nueva clase 
de  proteínas  implicadas  en  la  transducción  de  la  señal mediada  por  el AMPc.  Se 
trata  de  las  denominadas  cAMP‐GEF  (cAMP‐specific  guanine  nucleotide  exchange 















 DEP  (dishevelled,  Egl‐10,  pleckstrin):  es  el  dominio  responsable  de  la 
asociación a la membrana.  
 REM  (ras‐exchanger motif):  dominio  que  se  cree  que  interacciona  con  el 
dominio GEF. 
 RA: dominio de asociación a las GTPasas de la familia Ras.  











  In vitro,  las dos  isoformas de Epac unen AMPc prácticamente con  la misma 
afinidad que  la PKA  (Kd 2,8  μmol  l−1 para  la Epac1; 2,9  μmol  l−1 para  la PKA). Sin 
embargo, la CE50 del AMPc es del orden de 30 µmol l
‐1 para la Epac1 frente a 1 µmol 
l‐1 para  la PKA. Esta diferencia es un reflejo de  la cooperatividad positiva entre  los 
dos sitios de unión de AMPc en la PKA y, en la práctica, se traduce en que la PKA se 
activa  con  pequeños  aumentos  de  AMPc mientras  que  son  necesarias mayores 
[AMPc] para activar las Epac (Purves et al., 2009). 
  La proteína Rap1 es el principal efector conocido hasta el momento de  las 
proteínas  Epac.  Su  localización  es  ubicua:  se  puede  encontrar  en  la membrana 
plasmática, en  compartimentos  intracelulares  y en  la  región perinuclear. Rap1 es 
una  pequeña  proteína  citosólica  con  actividad  GTPasa,  perteneciente  a  la 
superfamilia  Ras  de  proteínas  G,  que  actúa  como  un  interruptor  celular  en  la 
transducción de señales. Las GTPsas se  inactivan con  la unión de GDP y se activan 
cuando unen GTP. Su actividad es regulada por las proteínas activadoras de GTPasa 
(GAP, GTPase activating proteins),  las cuales promueven  la  forma que une GDP, y 








que  promueven  la  formación  de  las  formas  de  unión  a  GTP  (activas)  y  GDP 
(inactivas),  respectivamente.  Ada‐Nguema  et  al.  (2006)  han  propuesto  que  la 




  En  miocitos  cardiacos,  para  que  tenga  lugar  la  CICR  inducida  por  la 
estimulación de  los β‐adrenoceptores, son necesarias  tanto  la actividad hidrolítica 
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del PIP2 de  la PLCε, como  la actividad GEF de Rap1, acción también  llevada a cabo 






  Existe un papel, hasta hace poco desconocido, de  las proteínas Epac en  la 
regulación  de  canales  iónicos  dependiente  de  AMPc.  Un  ejemplo  de  ello  es  la 
inhibición de los canales de K+ dependientes de ATP (KATP) en células β pancreáticas, 
donde  Epac  1  y  2  interaccionan  con  la  subunidad  SUR1  del  canal.  A  través  del 
mecanismo  Epac‐Rap‐PLC‐ε  y  posterior  hidrólisis  del  PIP2  disminuiría  la 
concentración del  inositol necesaria para  la  activación del KATP  (Holz  et al., 2006; 
Roscioni et al., 2008). 
  En el músculo  liso,  los estudios realizados sugieren que  la Epac desempeña 
un papel destacado en la regulación del tono vascular (Schmidt et al., 2007). A pesar 





de  Ca2+  (Grandoch  et  al.,  2007;  Schmidt  et  al.,  2007),  procesos  supuestamente 
mediados por R‐Ras. Zieba et al (2011) han propuesto que  la activación de  la Epac 
en el músculo liso produce una disminución de la sensibilidad al Ca2+ de la fuerza de 
contracción  por  un mecanismo  independiente  de  PKA  y  dependiente  de  Rap1  a 
través de una regulación a la baja de la proteína RhoA. En las células endoteliales se 
ha  demostrado  que  la  ruta  Epac‐Rap1  aumenta  la  funcionalidad  de  la  barrera 
endotelial (Schmidt et al., 2007). 
  En función de su abundancia relativa, su distribución y localización, así como 
del  ambiente  celular,  Epac  y  PKA  pueden  actuar  de manera  independiente,  de 
forma  sinérgica  o  de  forma  opuesta,  en  la  regulación  de  una  función  celular 
específica  (Cheng  et  al.,  2008).  Por  ejemplo,  en  células  de  tiroides  (modelo 
prototípico para  la mitogénesis mediada por AMPc)  se ha  visto que  tanto  la PKA 
como  la  Epac  son  necesarias  para  la  acción mitogénica  de  la  tirotropina  (TSH). 
Ambas  rutas  actúan  de manera  sinérgica  para  que  el  AMPc  ejerza  una  eficiente 
respuesta  proliferativa  (Hochbaum  et  al.,  2008).  Otro  ejemplo  de  sinergia  es  la 
acción conjunta entre la PKA y ambas isoformas de las proteínas Epac, para modular 
la respuesta  inflamatoria, a través de Rap1 y ERK1/2, en el músculo  liso de  las vías 




Los  canales  activados  por  nucleótidos  cíclicos  son  canales  catiónicos  no 
selectivos que se abren por la unión directa de AMPc o GMPc al canal. Su activación 
está  directamente  acoplada  al  flujo  de  entrada  de  cationes  extracelulares  al 
citoplasma  y  a  la  despolarización  de  la membrana  plasmática  (Biel  y Michalakis, 
2009). Inicialmente fueron identificados en los fotorreceptores de la retina y en las 
neuronas sensoriales olfatorias. 
Se han  identificado dos  familias, pertenecientes a  la superfamilia de canales 






Son  proteínas  de membrana,  altamente  especializadas,  que  abren  un  poro 
permeable  a  iones  en  respuesta  a  la  unión  de  nucleótidos  cíclicos.  Se  expresan 
ampliamente en diferentes  tipos de músculo  liso,  incluido el  vascular. Aunque  su 




Aunque  los  canales  HCN  (hyperpolarization‐activated  cyclic  nucleotide‐




Existe un  tercer grupo de  canales, denominados  canales de K+ Eag‐like, que 
estructuralmente son muy similares a los CNG y a los canales de K+ dependientes de 
voltaje. Se activan por voltaje y son muy sensibles a la concentración extracelular de 
Mg2+,  pero  se  desconoce  la  relevancia  fisiológica  del  dominio  de  unión  de 
nucleótidos  cíclicos  (CNBD,  cyclic nucleotide binding domain) y de  los nucleótidos 
cíclicos en estos canales (Ludwig et al., 2000). Se han caracterizado tres subfamilias 
de  estos  canales:  Eag,  Erg  (eag‐related gene)  y  Elk  (eag‐like K+  channel). Algunos 
estudios indican que el AMPc no modula estos canales directamente (Brelidze et al., 
2009).  
En  el músculo  liso  de  diferentes  órganos  del  sistema  gastrointestinal  se  ha 
visto, mediante estudios de electrofisiología, que  las corrientes Erg contribuyen al 
mantenimiento del potencial de reposo. Un bloqueo farmacológico de las corrientes 







toxinas,  hormonas  y  neurotransmisores,  producen  respuestas  celulares mediadas 
por el GMPc  (Lucas et al., 2000). Los mecanismos bioquímicos por  los que  tienen 
lugar  estas  respuestas  incluyen  la  síntesis  de  GMPc  por  las  guanilil  ciclasas,  la 
interacción con sus diferentes dianas y su degradación por las PDE.  
La  PKG  es  el  principal mediador  intracelular  del  GMPc  en  el músculo  liso 








La  ruta NO/GMPc/PKG participa en el  control del  fenotipo de  las CMLV, ya 















PKG  o  por  aumento  de  la  actividad  espontánea  de  los  canales  STOC 
(spontaneous transient outward currents). 
 Regulación  del  IP3R  de  músculo  liso.  Varios  estudios  han  puesto  de 
manifiesto  que  la  PKG  fosforila  directamente  este  receptor  e  impide  la 
liberación  de  Ca2+  del  RE.  La  proteína  IRAG  (IP3‐receptor  associated  PKGI 
substrate) es necesaria para la fosforilación del receptor. 
 Activación de  la recaptación del Ca2+ por  los reservorios  intracelulares (por 
fosforilación de la proteína fosfolamban y activación de la SERCA). 
 Aumento de la extrusión de Ca2+ (por estimulación de la PMCA y del NCX). 
2) Disminución de  la sensibilidad al Ca2+. La PKG ejerce efectos opuestos a  la 
inhibición  de  la MLCP  por  parte  de  la  ruta  Rho/cinasa  Rho,  ya  que  se  une  a  la 




3) Regulación  de  los  filamentos  finos.  VASP  (vasodilatory‐regulated 
phosphoprotein)  y  HSP20  son  dos  proteínas  de  unión  a  los  filamentos  finos, 
potencialmente dianas de  la PKG y, posiblemente  involucradas en  la regulación de 
la contracción del músculo liso. 
4.3 Canales de K+ 
Los  canales  de  K+  situados  en  la membrana  plasmática  son  fundamentales 
para  mantener  el  potencial  de  membrana,  el  principal  determinante  del  tono 
vascular,  también  regulado  por  la permeabilidad  de  la membrana  a  los  iones  K+, 
Ca2+, Na+ y Cl‐  (Morgado et al., 2012). Otros  sistemas de  transporte de  iones que 
contribuyen  a  la  regulación  del  tono  vascular  son  la  bomba  Na+/K+  y  el 




de  la vasodilatación en condiciones  fisiológicas en el músculo  liso vascular  (Akata, 
REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
61 
2007b).Tras  una  activación  de  los  canales  de K+  se  produce  una  entrada  de  K+  a 
través de  la membrana plasmática, por  lo que se hiperpolariza y disminuye el flujo 












permiten  un  flujo  de  entrada  de  K+  a  la  célula  que  da  como  resultado  una 
repolarización  y  el  retorno  al  potencial  de  reposo  de  la  membrana.  Si  la 
despolarización  se  vuelve  sostenida,  algunos  subtipos  de  canales  pueden 
inactivarse.  
Una pequeña despolarización en  las CMLV da  lugar a un  flujo de entrada de 
Ca2+ a  través de canales de Ca2+  tipo L y activación de  la maquinaria contráctil,  lo 











Los  KCa  están  presentes,  prácticamente,  en  todas  las  células  excitables. 
Concretamente  en  el músculo  liso  vascular  se  activan  por  despolarización  de  la 




K+  más  abundante  en  las  CMLV.  Se  activan  por  cambios  en  la  concentración 
intracelular  de  Ca2+  y  por  despolarización,  y  contribuyen  al  mantenimiento  del 
potencial de membrana en pequeños vasos miogénicos (Ko et al., 2008).  
Algunos  vasodilatadores  endógenos  como  la  adenosina,  el  NO  o  la  PGI2, 
actúan  en  parte  por  activación  de  los  canales  BKCa.  En  las  arterias  coronarias,  la 
adenosina probablemente actúa por  incremento del AMPc y activación de  la PKA. 
En cambio, el NO actúa por  incremento en el GMPc y activación de  la PKG. Por el 
contrario,  su  inhibición  está  detrás  de  la  respuesta  contráctil  a  la  ATII  o  de  la 
estimulación de receptores de Tx‐A2. 
Estos  canales  se  pueden  bloquear  farmacológicamente  con  los  compuestos 
tetraetilamonio,  caribdotoxina  e  iberiotoxina  (estos  dos  últimos  son  bloqueantes 
selectivos). 
b. De conductancia intermedia, IK 










Los  canales  de  K+  ATP‐dependientes  (KATP)  son  un  tipo  de  ROCC  y  están 
ampliamente distribuidos en varios  tipos celulares y vasos  sanguíneos. Se  inhiben 
por  exposición  en  la  cara  interna  de  la  membrana  plasmática  al  ATP,  y  su 
sensibilidad  al mismo  puede  alterarse  por  cambios  en  el  ratio  ADP/ATP  o  el  pH 
intracelular. En su activación también participan el AMPc y las proteínas G.  


















liso  de  los  vasos  de  resistencia  de  pequeño  diámetro.  Se  activan  por 
hiperpolarización y pueden  inhibirse por  iones como el Ba2+ y el Cs+, mientras que 
otros bloqueantes de canales de K+ apenas les afectan. 
En  las  células de músculo  liso  vascular  los Kir median  corrientes de entrada 
(inward)  a  potenciales  de  membrana  negativos  con  respecto  al  potencial  de 






produce una gran hiperpolarización y  consecuentemente  la vasodilatación. En  los 
vasos  de  resistencia  y  en  las  células  endoteliales  estos  canales  probablemente 




grupo  de,  al menos,  50  proteínas  estructuralmente  diferentes  que  comparten  la 
función de unirse a  la subunidad reguladora de  la PKA y recluirla en  localizaciones 
diferenciadas  dentro  de  la  célula.  De  esta  manera  contribuyen  a  la  regulación 
espacial  y  temporal de  la  ruta AMPc‐PKA  y al mantenimiento de  su especificidad 
(Pidoux y Tasken, 2010). También unen otros  componentes de  señalización como 
PDE, fosfatasas y otras cinasas. 
Las  AKAP  aseguran  la  especificidad  en  la  transducción  de  señales  ya  que 




de  una  secuencia  de  14‐18  aminoácidos,  formando  una  hélice  anfipática  común 
para  todas  las AKAP  caracterizadas.  La mayoría de  las AKAP  tienen afinidad en el 
rango  nanomolar  por  las  subunidades  RII  de  la  PKA  (particulada  y  confinada  en 
estructuras  subcelulares  y  compartimentos  a  los  que  se  ancla mediante  AKAP), 









de  los mecanismos más  destacados  en  el  control  de  las  funciones  celulares.  El 
descubrimiento  de  las múltiples  isoformas  del  enzima  responsable  de  su  síntesis 
(adenilil ciclasa) puso de manifiesto, además de una compleja regulación por GPCR, 
numerosos  puntos  de  interacción  con  diferentes  rutas  de  señalización.  Por  otra 
parte,  los  mecanismos  que  limitan  la  difusión  del  AMPc  son  importantes  para 




de  los  enzimas  involucrados  en  las  rutas  de  señalización  del AMPc  en  diferentes 
compartimentos  de  la  célula,  así  como  su  asociación  o  integración  en  complejos 
macromoleculares, ricos en componentes de señalización y en sus reguladores. La 
localización  celular  de  estos  complejos  de  señalización  y  la  interacción  con  otras 
moléculas  dará  lugar  a  diferentes  respuestas  funcionales.  De  esta  manera  se 
mantiene  un  estrecho  control  de  los  eventos  dependientes  de  AMPc  y  una 





ABC  (ATP‐binding  cassette),  entre  los  que  se  encuentran  la  proteína CFTR  (cystic 
fibrosis transmembrane conductance regulator), la glucoproteína P y el receptor de 





De  igual  forma  que  sucede  en  el  caso  de  los  transportadores  ABC,  las  AC 
pueden  existir  en  estados  de  organización  como  dímeros  o  tetrámeros  e  incluso 
pueden oligomerizar con otros elementos reguladores para dar lugar a la formación 
de  grandes  complejos  heteromultiméricos.  Esta  forma  de  organización 
proporcionaría  una  estrecha  asociación  con  elementos  que  forman  parte  de  los 
canales de entrada de Ca2+ (Willoughby y Cooper, 2007).  
La  estructura  general  de  las  AC  comprende:  el  NH2  terminal,  el  primer 
dominio  transmembrana  (TM1),  el  primer  lazo  citoplasmático  (C1a  y  C1b),  el 
segundo  dominio  transmembrana  (TM2)  con  dominios  extracelulares  de  N‐
glicosilación y el segundo lazo citoplasmático que contiene los dominios C2a y C2b. 










de  aproximadamente  120  kDa,  que  poseen  actividad  enzimática  regulada  por  la 
unión  de  las  proteínas  G  activadoras  o  inhibidoras  (Cooper,  2005).  Asimismo, 









de un GPCR específico y de  las AC en un dominio  subcelular  concreto podría dar 
lugar a  las diferencias encontradas en  la sensibilidad a  la estimulación por Gαs. En 
cuanto a la regulación por Gαi, la mayoría de las isoformas de AC son inhibidas por 





Tabla  1.  Clasificación  de  las  adenilil  ciclasas  y  su  regulación.  Estimulación, 
inhibición  o  sin  efecto  se  representan  por  ↑,  ↓  o  →  respec vamente 
(Willoughby y Cooper, 2007). 
                      Respuesta a otras moléculas de señalización   















↑  ↓  →  ↓ CaMK II  ↓ 
↑ ( ?) (CaM in 
vitro) 































Las CMLV,  incluidas  las RASMC, expresan diferentes  isoformas entre  las que 
destacan los subtipos 3, 5 y 6 (Ostrom et al, 2002; Nelson et al., 2011) que, además, 
presentan  una  distribución  preferentemente  caveolar.  La  AC8  se  expresa 
débilmente,  pero  se  ha  descrito  una  regulación  al  alza  en  su  expresión  cuando 
existe una transformación de  la CMLV hacia un  fenotipo proliferativo  (Gueguen et 
al., 2010. A pesar de tener una capacidad similar para elevar la [AMPc]i, las distintas 
isoformas  de  AC  desempeñan  funciones  diferentes  en  la  regulación  de  la 




indirectamente  a  través  de  la  CaM,  hace  que  este  modo  de  regulación  sea 
importante  como  una  forma  de  integrar  las  actividades  de  ambos  mensajeros 
(Willoughby  y  Cooper,  2007).  En  células  no  excitables  las AC  sensibles  al  Ca2+  se 
localizan  en  lugares  próximos  a  los  componentes  específicos  de  la CCE, mientras 
que en las células excitables no hay dependencia exclusiva de las AC de la CCE.  
Las AC  reguladas por Ca2+ presentan una alta  selectividad por  la entrada de 
Ca2+ procedente de la activación de canales SOCC. En un trabajo llevado a cabo por 
el  Dr.  Cooper  y  sus  colaboradores  se  ha  visto  que  en  células  pancreáticas  y  en 
neuronas  de  hipocampo  hay  una  estrecha  vinculación  entre  la AC8  y  la  proteína 
AKAP79, que disminuye  la activación de  la AC8 por  la entrada de Ca2+ a  través de 













estructura  diterpenoide  ampliamente  utilizado  en  investigación  con  el  fin  de 
incrementar los niveles de AMPc en preparaciones de membranas, células o tejidos. 
Su  principal mecanismo  de  actuación  es  por  activación  de  la  AC  entre  las 
regiones  C1a  y  C2a, mediante  una  estimulación  por  Gαs  (Dessauer  et  al.,  1997; 
Seamon  y  Daly,  1986),  pero  también  interacciona  con  otras  proteínas,  como 
transportadores  de  glucosa  y  canales  iónicos  por  mecanismos  que  no 







fosfodiéster  de  nucleótidos  cíclicos,  como  el  AMPc  y  el  GMPc,  enlaces  que  se 
establecen  en  los  ácidos  nucleicos  entre  la  pentosa  de  un  nucleótido  y  el  grupo 
fosfato de otro. Estas enzimas tienen como misión finalizar la señalización mediada 
por los nucleótidos cíclicos y su actividad se modula finamente en coordinación con 





como  objetivos  farmacológicos  en  enfermedades  como  el  asma,  la  enfermedad 
pulmonar obstructiva crónica,  la  insuficiencia cardíaca,  la ateroesclerosis periférica 
y disfunción eréctil.  
Las PDE están comprendidas en 11 familias genéticas (Bender y Beavo, 2006; 
Tilley  y Maurice,  2002;)  derivadas  de  21  genes.  Algunos  de  estos  genes  tienen 
múltiples promotores con distintas características reguladoras y múltiples variantes 
espliceosomales,  que  contribuyen  a  su  diversidad,  lo  que  les  permite  una 
distribución específica dentro de la célula y en los diferentes tejidos.  
Las PDE poseen un dominio regulador, normalmente localizado en el extremo 
NH2  terminal, y un dominio  catalítico en el COOH  terminal  (de aproximadamente 
250  aminoácidos)  donde,  además,  las  PDE4  poseen  una  serie  de  características 
reguladoras.  Presentan  alta  similitud  en  las  secuencias  aminoacídicas  de  sus 
dominios  C,  hecho  que  no  se  traduce  en  una  similitud  funcional  (Francis  et  al., 
2011). 
Además,  poseen  dominios  proteicos  que  contribuyen  a  la  regulación  y  se 
encuentran  en  el  dominio  C,  entre  los  que  destacan  los  dominios  GAF  (cGMP‐
binding PDEs, Anabaena adenylyl ciclase and Escherichia coli Fh1a) y UCR (upstream 
conserved  regulatory).  Los  dominios UCR  regulan  directamente  la  función  de  las 
PDE4,  además  de  interaccionar  con  proteínas  heterólogas.  En  algunas  PDE  de 
mamíferos  las  GAF  participan  en:  1)  interacciones  proteína‐proteína  2) 
interacciones proteína‐PDE 3) unión de nucleótidos  cíclicos. Algunas PDE  también 
contienen  regiones  modificadas  para  facilitar  su  inserción  en  las  membranas 
(Francis et al., 2011) (figura 13).  





del  grupo  amino  del  residuo  de  glutamina  sería  la  responsable  de  la  unión  a  la 
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guanina  (GMPc)  o  a  la  adenina  (AMPc).  En  las  PDE  que  pueden  hidrolizar  tanto 
GMPc  como AMPc,  las glutaminas pueden  rotar  libremente,  y por ello  conmutan 
entre ambas orientaciones. 
La mayoría de las PDE conocidas se encuentran como homodímeros, excepto 
la  PDE1  y  la  PDE6  que,  en  condiciones  fisiológicas,  se  encuentran  como 
heterotetrámeros.  Por  ejemplo,  la  PDE1  en  presencia  de  Ca2+  contiene  dos 






Las  células del  sistema  cardiovascular expresan numerosas  familias de PDE. 
Concretamente, en el músculo  liso vascular, predominan  las  isoformas 1, 3, 4 y 5, 
entre  las  cuales,  la  PDE3 muestra  gran  afinidad  por  los  dos  substratos  (AMPc  y 
GMPc), mientras que PDE4 solo tiene alta afinidad para el AMPc (Bender y Beavo, 
2006;  Komas  et  al.,  1991).  Según  un  trabajo  llevado  a  cabo  por  el  grupo  del Dr. 
Maurice  (Rose et al., 1997)  los  subtipos 3  y 4  representan el 70% del  total de  la 
actividad fosfodiesterasa en la aorta de rata.  
Sin embargo, por experimentos realizados en  la aorta de rata sin endotelio y 
en  ausencia  de  Ca2+  extracelular,  la  PDE1  y  la  PDE3  parecen  tener  un  papel 
destacado como moduladoras de la contractilidad del músculo liso. La enzima PDE3 
también  está  implicada  en  la  regulación  de  la  contracción  del músculo  cardiaco, 
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además  del músculo  liso  vascular.  Ello  ha  servido  de  base  para  el  desarrollo  de 
fármacos  inhibidores  de  la  PDE3  para  el  tratamiento  de  la  insuficiencia  cardíaca, 
como la amrinona y milrinona. En cambio la PDE4 y 5 no parecen ser tan relevantes 
en  las  mismas  condiciones,  puesto  que  sus  inhibidores  específicos  (rolipram  y 
zaprinast)  son  inefectivos  en  la  relajación  de  anillos  desprovistos  de  endotelio 
(Noguera et al., 2001). 







Familia  Sustrato  Propiedades  Inhibidores específicos 
PDE1  AMPc, GMPc  Ca2+‐CaM dep  Nimodipino 
PDE2  AMPc, GMPc  Activada por GMPc  EHNA 
PDE3  AMPc, GMPc  Inhibida por GMPc  cilostazol, milrinona, 
PDE4  AMPc  Insensible a GMPc  rolipram, roflumilast 
PDE5  GMPc  Fosforilada por PKA/PKG  zaprinast, sildenafilo 
PDE6  GMPc  Activada por transducina  zaprinast, sildenafilo 




PDE9  GMPc  Insensible a IBMX  BAY‐73‐6691 
PDE10  AMPc, GMPc  Inhibida por AMPc  Papaverina 




las  PDE,  existen  proteínas  de  transporte  de  la  membrana  plasmática,  con  la 




pertenecen  a  la  superfamilia  de  las  proteínas  ABC  y  la mayoría  funcionan  como 
transportadores  para  aniones  orgánicos  y  fármacos  (ácidos  biliares  y  agentes 
quimioterápicos  como  análogos de nucleósidos). En  algunos  tipos  celulares  como 




El  concepto de  compartimentación de  segundos mensajeros y moléculas de 
señalización  surgió  de  la  observación  en  células  cardíacas  de  que  no  todas  las 
señales  que  generan  AMPc  ejercen  los  mismos  efectos  funcionales  (Buxton  y 
Brunton, 1983). Esta regulación espacio‐temporal o compartimentación consiste en 
la diferente localización, propiedades y selectividad de los enzimas implicados en las 
rutas  de  los  nucleótidos  cíclicos,  así  como  su  diferente  velocidad  de  síntesis  y 
degradación,  en  regiones  específicas  de  la  membrana  plasmática  o  del  citosol 
(Vandecasteele  et  al,  2006)  (figura  14)  De  esta manera  se  explican  los  distintos 
mecanismos de transducción de señales desencadenados por el AMPc (Baillie, 2009; 
Morgado et al., 2012):  incrementos pequeños y  localizados pueden desencadenar 
eventos diferentes dependiendo de  la zona en  la que éstos  tengan  lugar  (Cooper, 
2005; Houslay et al., 2007). 
El  desarrollo  de  las  técnicas  de  FRET  y  de  imaging,  en  células  vivas,  ha 
permitido  visualizar  los  microdominios  que  presentan  altas  concentraciones  de 
AMPc,  difíciles  de  capturar  con  las  técnicas  bioquímicas  tradicionales  (Dipilato  y 
Zhang, 2010).  
El control temporal y espacial de la señalización mediada por AMPc es llevado 
a  cabo  principalmente  por  los  enzimas  AC  y  PDE  (Zaccolo  et  al.,  2002).  La 
organización de las AC en dominios se puede explicar desde varios puntos de vista: 
1)  es  una  manera  de  organizar  componentes  que  potencialmente  pueden 
interactuar  si  están muy  próximos;  2)  la  provisión  de  un microdominio  que  está 
aislado  de  las  fluctuaciones metabólicas  en  la  actividad  celular;  y  3)  proteger  el 
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resto  de  la  célula  de  la  hiperactividad  de  la  señalización  del  AMPc,  por  ejemplo 





de  la  PKA  a  sus  sustratos  particulares  y  mantener  pools  localizados  de 
actividad cinasa (Dodge‐Kafka y Kapiloff, 2006; Gros et al., 2006). 











Los  receptores  acoplados  a proteínas G  y  sus  componentes de  señalización 
asociados no están dispersos al azar a lo largo de la membrana celular, sino que en 
varios modelos  celulares  se  ha  visto  que  la  expresión  de  los  βAR  y  las  AC  está 
aumentada  en  los  dominios  de  la membrana  plasmática  denominados  caveolas 
(Ostrom et al., 2002).  Las  caveolas concentran AC y elementos  reguladores  como 
proteínas G,  receptores y  canales de entrada de Ca2+  (canales TRP y CNG) y PDE. 
También  se han encontrado  las  isoformas de AC  sensibles  al Ca2+  (1, 3, 5, 6  y 8) 
(mientras  que  las  formas  insensibles  están  excluídas)  y  sus  proteínas  asociadas. 
Aunque  la  localización  de  las  balsas  lipídicas  puede  en  parte  explicar  el 
acoplamiento selectivo de los GPCR a las AC, la capacidad de las AC para regular vías 
de  señalización  descendentes,  como  la  PKA  o  ERK,  requiere  de  mecanismos 





la  actividad  de  las  AC  y  alteran  la  sensibilidad  al  Ca2+.  La  hiperactividad  del 
intercambiador  Na+‐H+  1  (NHE1)  en  las  balsas  lipídicas  genera  un microdominio 
privilegiado que protege las AC sensibles al Ca2+ de cambios locales en la acidez. 
 Canales TRPC 
Algunos  subtipos  de  canales  TRP  contribuyen  a  la  CCE  activada  por 
tapsigargina  en  CMLV  (Potier  y  Trebak,  2008).  Se  ha  descrito  que  estos  canales 
forman parte de  grandes  complejos macromoleculares, por ejemplo, el TRPC1  se 
localiza en las caveolas donde parece estar asociado con el subtipo 3 del IP3R y Gαq 
(Lockwich  et  al.,  2000).  Esto  demuestra  que  los  microdominios  caveolares 
proporcionan  un  entorno  óptimo  para  el  ensamblaje  de  moléculas  clave  de  la 



















métodos  tradicionales  se  basaban  en  la  extracción  del  AMPc  de  las muestras  o 
tejidos por métodos que implicaban la lisis celular y una medición, por tanto, en el 
“punto  final”.  Mediante  radioinmunoensayo  (RIA)  el  marcaje  con  [3H]adenina 
permite el marcaje radiactivo del pool  intracelular de ATP, que posteriormente se 











Estas  técnicas, basadas en métodos  fluorescentes y electrofisiológicos, utilizan  los 
tres efectores del AMPc  conocidos:  la PKA,  los  canales  activados por nucleótidos 
cíclicos y las proteínas Epac. 
6.1 Métodos basados en la disociación de la PKA 
FLCRhR  (Flicker)  es  un  sensor  de  FRET  desarrollado  en  la  década  de  los  90 
(Adams et al., 1991). Fue el primer método  fluorescente, y el primer gran avance, 
para  la monitorización de cambios en el AMPc espacio‐temporales. Consiste en el 
marcaje  con  fluoresceína  (FL)  y  rodamina  (Rh) de  las  subunidades  catalítica  (C)  y 












Sin  embargo  sus  limitaciones  han  impedido  su  expansión.  El  marcaje  de 
proteínas  es  inestable  y  difícil  de  conseguir.  Deben  ser  microinyectadas  en  las 
células en cantidades del rango micromolar y ésto puede interferir con las cinéticas 
reales del AMPc.  
Con  la  aparición  de  la  tecnología  de  la  GFP  (green  fluorescent  proteín  o 
proteína fluorescente verde) se desarrolló una propuesta alternativa más adecuada, 
y  en  lugar  del  par  de  fluoróforos  originariamente  utilizados  se  emplearon  dos 
proteínas variantes de la GFP. 
La  GFP  es  una  proteína  fluorescente  de  26,9  kDa  aislada  de  la  medusa 
Aequoria victoria. La GFP original de  la medusa posee dos picos de excitación: uno 
menor, a 475 nm, y uno mayor, a 395 nm. Su pico de emisión está a 509 nm, en la 
zona  verde  del  espectro.  El  aislamiento  del  gen  que  codifica  para  esa  proteína 
permitió  su  empleo  como  marcador.  El  descubrimiento  y  desarrollo  de  esta 
tecnología  les valió a  los  investigadores Martin Chalfie, Osamu Shimomura y Roger 
Y. Tsien el Premio Nobel de Química del año 2008. 
Mediante mutaciones y modificación de sus residuos se ha diseñado una gran 
cantidad de derivados de  la GFP que mejoran  sus  características espectrales. Dos 
clases  de  variantes  espectrales  de  esta  proteína  se  emplean  en  FRET:  CFP  (cyan 
fluorescent protein) e YFP (yellow fluorescent protein). 
Con  estos  sensores  codificados  genéticamente  se  ha  conseguido  visualizar 






pueden  expresar  en  distintos  tipos  celulares  mediante  transfección  con  dos 
constructos de ADN que  codifican para  las  subunidades R‐CFP  y C‐YFP, pero esta 
técnica no está exenta de problemas (Rich y Karpen, 2002):  
  Estos  constructos  están  formados  por  dos  grandes  proteínas  quiméricas 
que se deben expresar al mismo nivel para formar un tetrámero funcional. La 
subunidades  R  o  C  marcadas  con  CFP  e  YFP  se  pueden  reasociar  con 
subunidades endógenas, y por  tanto no marcadas, y ésto puede dar  lugar a 
errores en la cinética del AMPc.  




 La  disociación  de  la  PKA  ocurre  en  múltiples  pasos,  es  un  proceso 
cooperativo  a  través  de  cambios  conformacionales  antes  de  que  las 
subunidades C  se  liberen,  lo que  se  traduce en una  cinética del  sensor más 
lenta que la real.  




Son  canales  catiónicos  no  selectivos  formados  por  4  subunidades  con  una 
región  intracelular  reguladora  de  unión  para  AMPc/GMPc  (Rich  et  al.,  2001).  Se 
pueden  transfectar  células  con  ADN  codificante  para  la  subunidad  α  del  canal 






Debido  a  su  localización,  estos  sensores miden AMPc  exclusivamente  en  la 
membrana  plasmática.  En  comparación  con  la  PKA  estos  sensores  no  tienen 
actividad  catalítica  y  no  desarrollan  desensibilización.  No  son  dependientes  del 
voltaje  y  responden  rápidamente  al  AMPc.  Sin  embargo  la  activación  de  estos 
canales  permite  el  flujo  de  Ca2+,  lo  que  puede  dar  lugar  a  interferencias  en  la 
medida. 
El  empleo  de  estos  canales  como  sondas  ha  reafirmado  el  concepto  de  la 
compartimentación.  Ha  demostrado  la  existencia  de  pools  de  AMPc  en  la 
membrana plasmática en células de glioma y en células embrionarias humanas de 
riñón  (HEK293).  La  activación  de  la  síntesis  de  AMPc  en  células  HEK293  por 
prostaglandinas  induce  un  aumento  transitorio  de  AMPc  en  la  membrana 
plasmática, mientras  que  en  el  citosol  se  observa  un  aumento  sostenido.  Se  ha 
demostrado  también que  los  cambios de AMPc en  la membrana están  regulados 
por un feedback negativo vía PKA y PDE, confirmando así que la hidrólisis del AMPc 
por  estas  enzimas  desarrolla  gradientes  “difusos”  de  AMPc  y  juega  un  papel 
fundamental en la formación de pools de AMPc localizados (Rochais et al., 2004). El 
empleo  de  estos  canales  sólo  informa  acerca  del  AMPc  en  compartimentos 
submembranales, por  lo  tanto para  registrar cambios en el citosol es necesario el 
empleo de otras sondas de AMPc.  
Además  el  flujo  de  Ca2+  a  través  de  estos  canales  puede  conllevar  una 
inhibición de las AC sensibles al AMPc y afectar a su producción. La visualización de 
compartimentos  locales  de  AMPc  mediante  el  sensor  de  PKA  o  de  CNGC 
probablemente se deba al hecho de que estos sensores se  localizan por sí mismos 
en  la célula en  los  sitios donde hay microdominios. Sería  interesante confirmar  la 
existencia  de  pools  de  AMPc  locales  empleando  un  sensor  que  se  distribuya 
uniformemente  en  la  membrana  pero  que  detecte  aumentos  localizados  en  el 











conformacional  que  resulta  en  una  disminución  del  FRET  entre  los  fluoróforos 
(figura 15).  Las afinidades de estos  sensores por el AMPc  son menores que en el 













más rápidas,  lo que sugiere que  la activación de  la Epac ocurre más rápido que  la 
disociación del complejo de la PKA.  
Por  estudios  cristalográficos  se  ha  visto  que  los  cambios  conformacionales 




de  todos  los  dominios  catalíticos  y  de  interacción,  conteniendo  un  solo  CNBD 
fusionado  entre  YFP  y  CFP.  Estos  dominios  mostraron  un  descenso  del  FRET 
dependiente del AMPc y afinidades entre 0,9 y 2,4 µM, permitiendo  la medida de 
AMPc  en  el  rango  de  concentraciones  fisiológicas.  Estos  sensores  se  distribuyen 
uniformemente  en  el  citosol.  La  ausencia  de  los  dominios  catalíticos  y  de 
interacción hace que sean  inertes para  la célula. Han demostrado cambios rápidos 
en el AMPc tras la estimulación de las células con agonistas de receptores acoplados 
a  proteínas Gs.  La  activación  de  los  Epac‐camps  in  vitro  y  en  células  intactas  es 
mucho más rápida que en aquellos basados en el tetrámero de la PKA, permitiendo 
así alcanzar mayor resolución temporal (Nikolaev y Lohse, 2005). 
La  sonda  Epac‐camps  se  puede  aplicar  satisfactoriamente  para monitorizar 





































 Profundizar en el  conocimiento del mecanismo vasodilatador de  la  forskolina, 
un  activador  del  enzima  adenilil  ciclasa  que  incrementa  la  concentración 
intracelular de AMPc.  
 Definir  los mecanismos mediante  los cuales  tiene  lugar  la  interconexión de  las 
rutas  de  señalización  del  Ca2+  y  del  AMPc,  así  como  su  implicación  en  la 
contractilidad vascular.  
Para ello hemos llevado a cabo los siguientes estudios: 
 Determinación  de  diferentes  canales  y  rutas  de  señalización  implicados  en  la 
respuesta  vasodilatadora  inducida  por  la  forskolina  y  el AMPc  en  la  aorta  de 
rata: papel del enzima PDE4, de  los canales de K+, de diversos canales de Ca2+ 
transmembrana, de la ruta de la p38 MAPK, efecto del AMPc sobre la liberación 
de Ca2+ de reservorios  intracelulares. Además, se evaluó  la participación de  las 
proteínas Epac y PKA, activadas por el AMPc, en dichos mecanismos. 
 Estudio, mediante  técnicas  de microscopía  de  fluorescencia,  del  efecto  de  la 
forskolina y del AMPc sobre la [Ca2+]i basal y sobre la respuesta cálcica inducida 
por agonistas. 
 Puesta a punto de  la  técnica de FRET para  la determinación de  los niveles de 
AMPc en tiempo real mediante el empleo de sondas  intracelulares en miocitos 
vasculares. 
 Determinación  de  la  expresión  de  proteínas  efectoras  del  AMPc  en miocitos 
vasculares  y  modificación  de  su  expresión  en  respuesta  a  determinados 
tratamientos. 











































Para  llevar  a  cabo  los  experimentos  descritos  en  esta  memoria,  hemos 
utilizado  ratas  albinas  macho  (Rattus  norvegicus)  de  la  variedad  Wistar  Kyoto 
(WKY),  suministradas  por  el Animalario  del Departamento  de  Farmacología  de  la 
Facultad de Farmacia. La edad de  los animales osciló entre 6 meses y 1 año, y el 
peso entre 200 y 300 g. 
Se  ha  elegido  esta  cepa  por  su  frecuente  utilización  en  experimentos 
farmacológicos cardiovasculares, lo que propicia la existencia de un gran número de 
datos  experimentales  en  la  bibliografía.  Además,  nuestro  grupo  de  investigación 
posee una dilatada experiencia de trabajo con este tipo de animales. 
Todos  los  procedimientos  de manipulación  y  sacrificio  de  los  animales  de 
experimentación llevados a cabo en este trabajo han sido aprobados por el Comité 






fármaco  que  accede  a  la  biofase.  Además,  se  pueden  conocer  y  modificar  las 
condiciones  de  incubación  del  preparado  tisular  en  los  distintos  protocolos 
experimentales.  Esto  da  lugar  a  un  estudio  más  preciso  y  simplificado  del 
mecanismo de acción de los fármacos. 
Las  ratas WKY  fueron  sacrificadas mediante  inhalación  de  CO2  y  posterior 
exanguinación.  A  continuación,  se  practicó  una  toraco‐laparotomía  media  y, 










de  la  luz arterial con hilo grueso de algodón. A  continuación  se  cortó  la aorta en 
segmentos cilíndricos de aproximadamente 4 mm de longitud.  




A  través  del  lumen  de  cada  segmento  arterial  se  insertaron  dos  pinzas  de 
acero  inoxidable:  una  se  fija  al  baño  de  órganos  y  la  otra  se  conecta  a  un 
transductor.  Los  anillos  se  someten  a  una  tensión  de  2  g  y  a  un  periodo  de 
estabilización de 1 h, con intervalos de lavado y reajuste de la tensión de reposo a 2 
g cada 10 min. 
En  función  del  protocolo  a  seguir,  en  algunos  experimentos  se  sustituyó  la 
solución KBN por solución Krebs libre de Ca2+, que posee idéntica composición que 






°C. La glucosa  fue añadida a  la solución el mismo día del experimento y el pH  fue 
ajustado a 7,4 con HCl 1M y/o NaOH 1M y burbujeo constante con gas carbógeno 
(95% O2 y 5% CO2). 
Basándonos en  trabajos previos  (Furchgott y Zawadzki, 1980)  la presencia o 
ausencia de endotelio funcional se comprobó evaluando los efectos vasorrelajantes 
de  la  acetilcolina  (ACh  1  µM)  sobre  las  contracciones  tónicas  inducidas  por 
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 Transductores Dynamometer UF1  (Pioden Controls  LTD, Canterbury, Reino 
Unido). 
 Amplificadores de 16 canales (PowerLab/16s) y de 8 canales (MacLab/8sp). 




Los miocitos,  o  células musculares  lisas  de  aorta  de  rata  (RASMC)  fueron 




Tras  la  extracción,  cada  aorta  fue  depositada  en  una  placa  de  Petri  estéril  con 
solución  tamponada  HBSS  (Hanks’  Balanced  Salt  Solution)  suplementada  con 
penicilina G (100 U/mL), estreptomicina sulfato (100 µg/mL) y anfotericina B (0,25 
µg/mL), donde se procedió a  la  limpieza del  tejido graso y conectivo circundante. 
Posteriormente  se  eliminó  la  capa  endotelial mediante  raspado  con  un  hilo  de 
algodón estéril que se hizo pasar a través del lumen de la arteria. Todo el trabajo de 
extracción de  las  células  se  realizó en una  cabina de  flujo  laminar horizontal que 
garantiza la esterilidad del proceso. 
A continuación se realizó una digestión  ligera del  tejido con colagenasa B  (2 






una  lente  binocular.  La  túnica media  obtenida  fue  cortada  con  un  escalpelo  en 
pequeños  fragmentos,  que  fueron  sometidos  a  una  segunda  digestión,  a  37  ºC 
durante 60‐90 min, utilizando colagenasa B (2 mg/mL) y elastasa (3‐3,5 U/mL).  
Tras  la  digestión,  las  células  fueron  dispersadas  mecánicamente  con  una 
pipeta Pasteur. La suspensión celular fue filtrada a través de una malla de 60 µM y 
diluida  con medio  de  cultivo  completo: Medio  Eagle modificado  de  Dulbecco  y 





completo.  Se  tomaron  alícuotas  de  esta  suspensión  celular  para  realizar  un 
recuento y un estudio de viabilidad en un hemocitómetro  (cámara de Neubauer), 
mediante la técnica de exclusión con azul de tripano. 
Seguidamente,  las células  fueron sembradas en  frascos de cultivo  (flasks) de 
25  cm2  de  superficie  a  una  densidad  aproximada  de  20.000  células/cm2  y  se 
mantuvieron en cultivo a 37°C en un ambiente saturado de humedad y un 5% de 
CO2 en un incubador. El medio de cultivo se renovó de forma rutinaria cada 2‐3 días. 
Una  vez  en  confluencia  (cuando  la  capa  de  células  ocupa  el  90‐95%  de  la 
superficie del flask),  los cultivos en monocapa fueron subcultivados sucesivamente 
(1‐10 pases) en una superficie 3 veces mayor. Para ello  las células fueron tratadas, 
tras  aspirar  el medio  de  cultivo,  con  una  solución  de  tripsina‐EDTA  al  5%  (v/v) 
durante 10 min a 37 °C. Tras comprobar  la proteólisis de  la matriz extracelular,  la 
suspensión celular resultante  fue diluida  (1:1) en medio de cultivo, centrifugada a 
160  g  durante  12  min,  y  el  pellet  obtenido  resuspendido  en  medio  de  cultivo 
suplementado y sembrado en nuevos flasks de 75 cm2 de superficie. 









La  caracterización  celular  se  realizó  mediante  técnicas  de 
inmunofluorescencia directa utilizando un anticuerpo monoclonal anti α‐actina de 
músculo liso conjugado con isotiocianato de fluoresceína (FITC: λex = 495 nm, λem = 
520 nm) para  reconocer de  forma específica a  las  células musculares  lisas  y 4’,6‐
diamidinofenilindol (DAPI: λex = 355 nm, λem = 460 nm), un fluorocromo selectivo de 
ácidos  nucleicos,  para  facilitar  la  visualización  de  los  núcleos  celulares.  Las 
preparaciones  fueron  visualizadas  utilizando  un  microscopio  confocal  en  los 
Servicios Generales de la USC (RIADIT, Edificio CACTUS, Santiago de Compostela). 
3.2 Cultivo de células A7r5 
Además de  las RASMC obtenidas por cultivo primario, para  la  realización de 
este  trabajo  también se emplearon células A7r5, una  línea de miocitos vasculares 
procedentes  de  aorta  embrionaria  de  rata,  comercializadas  por  American  Type 
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, EE. UU.; Ref: CRL‐1444).  
El medio de cultivo, así como las condiciones de crecimiento y de congelación 
fueron  las  mismas  que  las  empleadas  para  los  miocitos  de  cultivo  primario. 
4 Técnicas de fluorescencia 
En este trabajo se empleó  la microscopía de epifluorescencia  (imaging) para 
medir  los cambios producidos en  la  [Ca2+]i y en  la  [AMPc]i en miocitos aislados de 
aorta de rata (A7r5 y RASMC). 
A  continuación  se  detallan  las  bases  teóricas  de  la  técnica  y  los  protocolos 
empleados en el presente trabajo. 
4.1 Descripción del fenómeno de fluorescencia 
La  fluorescencia  es  un  fenómeno  que  consta  de  tres  etapas:  excitación, 
pérdida de energía y emisión. Durante  la excitación  la molécula absorbe un  fotón 
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procedente  de  una  fuente  externa  (una  lámpara  fluorescente  o  un  láser,  por 
ejemplo) y en consecuencia pasa de un estado  fundamental a un nivel energético 
superior o estado excitado. A  continuación,  la molécula pasa al modo vibracional 
(menor  energía  que  el  estado  excitado),  disipándose  energía  en  forma  de  calor 
(etapa  de  relajación  y  pérdida  de  energía).  Posteriormente,  la molécula  tiende  a 
pasar  de  nuevo  al  estado  fundamental  a  través  de  un  proceso mediante  el  cual 
emite energía en forma de luz (etapa de emisión). Durante este proceso se produce 
una  pérdida  de  energía,  ya  que  la  longitud  de  onda  del  fotón  emitido  (λem)  es 
siempre mayor que la longitud de onda del fotón absorbido (λex) por la molécula. A 
esta  diferencia  en  las  longitudes  de  onda  se  la  conoce  como  desplazamiento  de 
Stokes. Por  tanto,  la diferencia en  las energías o  longitudes de onda proporciona 
sensibilidad a las técnicas de fluorescencia, pues permitirá la detección selectiva de 
la longitud de onda de emisión aislada de la longitud de onda de excitación. 



















microscopio  invertido  de  fluorescencia  (Axiovert  135,  Carl  Zeiss,  Oberkochen, 
Alemania) donde es reflejada por un espejo dicroico (≥ 400 nm ó ≥ 500 nm) hacia las 
muestras (células aisladas o grupos de 2‐5 células dispersas) a través de un objetivo 
de  fluorita  (Plan‐Neofluar,  63X/1,25  aceite,  Carl  Zeiss).  La  luz  emitida  por  las 
muestras es enviada a través del espejo dicroico (aisla longitudes de onda) hacia el 
módulo de detección, que consta de un filtro de emisión de 510 ± 20 nm y de una 
cámara  CCD  (Rolera  XR Monofast  1394  refrigerada;  QImaging®,  Surrey,  Canada) 
capaz de digitalizar la información lumínica. Las imágenes obtenidas son registradas 













de  emisión  diferentes  y  con  la  relación  entre  ambas  se  puede  calcular  la 
concentración  de  Ca2+  en  la  región  seleccionada  (de  ahí  la  denominación  sonda 
ratiométrica). 
 
Figura  17.  Espectro  de  excitación  del  fura‐2  en  medios  con  diferentes 
concentraciones de Ca2+  (0‐3,98 µM). Fluorescent Ca2+  indicators excited with 









Para  la  carga  de  las  células  con  fura‐2  se  empleó  fura‐2  acetoximetiléster 
(fura‐2 AM), que puede atravesar por difusión  la membrana celular. Una vez en el 
interior, el fura‐2 AM es transformado por acción de las esterasas intracelulares en 






de manera que  la  concentración  final  fuese 2,5 µM.  Las  células  fueron  incubadas 





La  luz  fue  reflejada  empleando  el  espejo  dicroico  de  400  nm  y  la  fluorescencia 
emitida fue filtrada con el filtro de 510 ± 20 nm. Con este protocolo se adquirieron 
dos o cuatro imágenes (en función de la intensidad de fluorescencia obsevada para 





2; EGTA 10; HEPES 10; glucosa 11; pH 7,4). Los  fármacos  (o  los vehículos para  los 
correspondientes experimentos control)  fueron añadidos en volúmenes de 1 a 10 
µL  a  un  volumen  final  de  2 mL  de  solución  externa.  Todos  los  experimentos  se 
llevaron a cabo a  tª ambiente  (∼20 ºC) para minimizar  la compartimentación y  la 
extrusión de la célula de la sonda.  
Las  soluciones  SN  y  S0Ca2+  fueron  preparadas  a  partir  de  concentrados 




Los  constructos  de  ADN  que  codifican  para  proteínas  sensibles  al  AMPc 
utilizados en este trabajo fueron diseñados por los Drs. Martin Lohse y Viacheslav O. 
Nikolaev,  en  el  Instituto  de  Farmacología  y  Toxicología  de  la  Universidad  de 










Los  plásmidos  se  amplificaron  mediante  la  transformación  de  bacterias 
competentes  de  Escherichia  coli  en  el  departamento  de  Microbioloxía  e 
Parasitoloxía de la USC, bajo la supervisión del profesor Manuel Veiga Aneiros. 
Tras  la  amplificación  se  procedió  a  la  extracción  y  purificación  del  ADN 
plasmídico  empleando  un  sistema  de  columnas  de  intercambio  iónico,  el  kit 








para  transportar moléculas a  través de  las membranas celulares. En nuestro caso 
utilizamos  la electroporación para  la  introducción de material genético externo en 






















por  la  aplicación  de  un  campo  eléctrico.  Cuando  el  voltaje  que  atraviesa  la 
membrana plasmática excede su rigidez dieléctrica se forman poros transitorios en 
las  bicapas  lipídicas,  a  través  de  los  cuales momentáneamente  pueden  penetrar 
compuestos extracelulares. La fuerza del campo eléctrico aplicado, la duración de la 
exposición  al  mismo,  el  número  de  pulsos,  la  concentración  de  plásmido  y  la 
concentración  celular  en  la  suspensión  celular  son  parámetros  críticos  que 
comprometen la viabilidad celular y la eficiencia de la transfección (Canatella et al., 
2001; Iversen et al., 2005). 
Estos  experimentos  fueron  realizados  en  el  Instituto  de  Investigacións  e 
Análises Alimentarias de  la USC, bajo  la  supervisión del profesor  José  Leiro Vidal. 
Mediante  un  electroporador  (BioRad  Gene  Pulser  II;  Pulse  Controller  Plus; 





de  la misma manera  descrita  en  el  apartado  3.1,  y  posteriormente  se  realizó  un 
recuento  celular  con  azul de  tripano.  Se  resuspendieron  aproximadamente  1x106 
células en 800 µL de DMEM/F12. Se eligió este volumen en base al  tamaño de  la 
hendidura  de  las  cubetas  de  electroporación  disponibles  (0,4  cm  de  separación; 
Gene  Pulser®  Cuvette;  Bio‐Rad  Laboratories).  A  la  suspensión  anterior  se  le 




El  contenido de  la  cubeta  fue  resuspendido  inmediatamente en DMEM/F12 







La  lipofección  es  una  técnica  empleada  para  la  introducción  de  material 
genético  en  la  célula mediante  el  empleo  de  liposomas,  que  son  vesículas  que 
pueden atravesar fácilmente  la membrana celular. Las principales ventajas de esta 
técnica  son  su  alta  eficiencia,  su  capacidad  para  transfectar  todo  tipo  de  ácidos 
nucleicos  en  un  amplio  rango  de  tipos  celulares,  su  facilidad  de  uso,  su 
reproducibilidad y su baja toxicidad.  
En  la  lipofección  normalmente  se  emplea  un  lípido  cargado  positivamente 
para  formar  un  agregado  con  la  carga  negativa  del  material  genético.  La 
lipofectamina  (LipofectamineTM 2000) es un  reactivo de  transfección que permite 
transfectar  ADN  plasmídico  (ADNp)  en  cultivos  celulares  in  vitro  mediante 




En  nuestros  experimentos,  los  miocitos  fueron  transfectados  siguiendo  el 
protocolo recomendado por el fabricante para células adherentes. El día previo a la 





b) 2  µL  de  lipofectamineTM  2000  diluidos  en  50  µL  de  Opti‐MEM®.  Se 
incubaron durante 5 min. Transcurrido ese  tiempo  se añadió  la mezcla a  la 
solución preparada en el apartado a y se incubó durante 20 min. 






El  FRET  (transmisión  de  energía  de  resonancia,  del  inglés  fluorescence 




Para  estos  experimentos  se utilizaron  células  transfectadas  con  el plásmido 
Epac1‐camps o Epac2‐camps según corresponda, sembradas en placas Petri de 35 
mm  de  diámetro  con  fondo  de  vidrio  de  0,1  mm  de  grosor,  que  permite  la 
transmisión de la luz de excitación y de emisión. Las células A7r5 se mantuvieron en 
DMEM/F12 suplementado con FBS al 10% 48 h post‐transfección. 















sin  Ca2+  y Mg2+  junto  con  un  cóctel  de  inhibidores  de  proteasas  (Complete Mini 




La cantidad de proteína  total presente en  los  lisados celulares se determinó 
mediante el sistema Protein Assay  (Bio Rad; Ref: 500‐0006), basado en el método 
de  Bradford  (Bradford,  1976).  Se  trata  de  un  ensayo  colorimétrico  basado  en  el 
cambio de absorbancia que experimenta el colorante azul de Coomasie, el cual en 
un medio ácido cambia del color rojo al azul tras su unión a proteínas. Esta unión se 
puede  cuantificar mediante una  lectura de  la absorbancia a 595 nm en un  lector 
multifuncional  de  placas  (Fluostar  OptimaTM,  BMG  Labtech,  GmBh  Offenburg, 
Alemania). Para cuantificar  la proteína  se  realizó una curva patrón con diferentes 
cantidades de seroalbúmina bovina deslipidizada  (BSA) diluída en el  tampón en el 
que  se  disuelve  la  muestra.  La  concentración  de  proteína  se  calculó  por 
interpolación en la curva patrón obtenida con BSA. 
5.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida‐SDS  
La  expresión  de  las  proteínas  objeto  de  estudio  se  determinó  mediante 
separación  electroforética  en  geles  de  policarilamida  en  presencia  de  dodecil 
sulfato  sódico  (SDS‐PAGE,  sodium  dodecyl  sulfate‐polyacrylamide  gel 
electrophoresis)  al  10%,  y  posterior  transferencia  a membranas  de  nitrocelulosa 
empleando procedimientos estandarizados de western blot, tal y como se detalla a 
continuación. 
Las  proteínas  de  las  muestras  fueron  reducidas  y  desnaturalizadas  por 
calentamiento  a  100  ºC durante  5 minutos.  Los  lisados  celulares  se diluyeron  en 
tampón de carga, cuya composición fue la siguiente: SDS 2,4%; solución de Laemmli 




amónico  (PSA)  0,25%;  TEMED  0,06%;  pH  8,8  para  el  gel  de  desarrollo.  Se  dejó 







Para  la  electroforesis  se  utilizó  el  sistema Mighty  Small  II  for  8x9  cm  gels  (Ref: 
SE260‐10A‐75. Hoefer®  San  Francisco,  EE. UU.)  siguiendo  el método  de  Laemmli 










unidad  eléctrica  de  transferencia  (iBlot  ™  Gel  Transfer  Device.  Ref:  IB1001EU. 
Invitrogen  Corporation.  Carlsbad,  California,  USA)  que  permite  una  transferencia 
rápida  (7  minutos)  y  en  seco  de  las  proteínas.  Para  ello  dispusimos  de  un  kit 
comercial desechable (IBlot™ Gel Transfer Stacks nitrocellulose, regular.  Invitrogen 
Ref: IB3010‐01), que posee una membrana de nitrocelulosa integrada, un electrodo 





La  adición  del  anticuerpo  primario  (PKA‐RIIα  policlonal  de  conejo  o  Epac 
monoclonal de ratón, proporcionados por Santa Cruz Biotechnology) fue hecha en 
solución  de  bloqueo  a  la  dilución  recomendada  por  el  proveedor  del  anticuerpo 





A  continuación  se  realizó  una  segunda  incubación  con  un  anticuerpo 
secundario correspondiente al primario  (policlonal anti‐conejo o monoclonal anti‐
ratón,  diluciones  1:1000  y  1:750  respectivamente)  conjugado  con  peroxidasa  de 
rábano (HRP) durante 1 h en agitación en tampón TBS con 0,2% de tween‐20. Este 
doble marcaje permite amplificar enormemente  la señal. Transcurrido este tiempo 
se  procedió  al  lavado  de  las membranas  con  tampón  TBS  conteniendo  0,2%  de 
tween‐20 y 3% de BSA (3 lavados de 5 min). 
El revelado de las membranas se efectuó con una cámara CCD de captura de 
luminiscencia  (Fluo‐Chem FC2 MultiImage  II; Alpha  Innotech, San Leandro, CA, EE. 
UU.)  y  mediante  el  empleo  de  un  sustrato  quimioluminiscente  (ECL)  para  la 
peroxidasa  de  rábano  (SuperSignal®  West  Pico  Chemiluminescent  Substrate. 
Thermo Scientific, Rockford, IL, EE. UU.), que permite la detección de cantidades de 











lugar,  se  realizó  la  separación de  los ácidos nucleicos en  fase alcohólica. Luego  la 
retención  de  los  ácidos  nucleicos  en  una  columna  de  intercambio  iónico.  A 
continuación se  realizó una digestión enzimática del ADN y posterior  lavado de  la 
columna con disolventes compatibles para eliminar el ADN. Por último se eluyó el 
ADN en condiciones de baja  fuerza  iónica con agua  libre de RNasas y  se midió  la 





La  técnica  de  la  retrotranscripción  seguida  de  la  reacción  en  cadena  de  la 
polimerasa  (RT‐PCR)  fue  empleada  en  el  presente  trabajo  para  caracterizar  la 
presencia de ARN  codificante para PKA‐RIIα, Epac 1, Epac 2  y  β‐actina en  células 
musculares  lisas  (A7r5  y  RASMC).  Estas  proteínas  son  parte  de  la  maquinaria 
enzimática  y  estructural  de  las  células  vasculares,  por  lo  que  debe  existir  una 
coherencia entre los niveles de ARN codificante para dichas proteínas y sus niveles 
de expresión. Todos los experimentos de RT‐PCR para estudiar la expresión de estas 
proteínas  fueron  realizados  en  el  laboratorio  del  prof.  José  Leiro  Vidal,  en  el 
Instituto de Investigación e Análises Alimentarias de la USC. 
Mediante  las  herramientas  informáticas  Clustal  W2  y  Primers 




así  como  los  tamaños  de  los  correspondientes  fragmentos  amplificados  y  su  Tm 
(temperatura a la cual la doble hélice del ADN se disocia en dos hebras sencillas).  
 
Tabla  3.  Secuencia  de  cebadores  empleados  en  PCR.  S:  primer  sentido;              
A: primer antisentido. 





















pH 8,4)  fue  la  siguiente: ARN  total 1,75 µg;  iniciadores  aleatorios  (hexámeros de 
ADN)  0,5  µg;  retrotranscriptasa  recombinante  M‐MLV‐RT  1000  U; 
desoxirribonucleótidos trifosfatos (dNTP) 10 mM; tampón 5X de retrotranscripción 
5 µL e  inhibidores de RNasa 40 U/µL.  La RT  se  llevó  a  cabo en un  termociclador 
(Mastercycler  Personal;  Eppendorf,  Hamburgo,  Alemania)  empleando 
procedimientos estandarizados  (1h a 37 ºC). La composición de  la mezcla de PCR 
(25 µL; pH 8,4)  fue:  tampón de  reacción  (MgCl2 1,5 mM; KCl 50 mM; Tris‐HCl 10 




ºC,  45  segundos  a  la  tª  de  alineamiento  (Tm  –  5  ºC)  y  90  segundos  a  72  ºC,  a 
continuación una  fase de extensión de 7 min a 72 ºC y  finalmente  la temperatura 
fue fijada a 4 ºC hasta la recogida de los productos de la PCR. 
Las  muestras  fueron  sometidas  a  electroforesis  en  gel  de  agarosa  al  2%, 
preparado  en  tampón  Tris‐borato‐EDTA  (TBE)  (composición  en mM:  Tris‐base  45 
mM; H3BO3 45 mM; EDTA 1 mM; pH 8) teñido con bromuro de etidio (0,05 µL/mL). 
Las bandas fueron visualizadas con un sistema de adquisición de  imágenes dotado 
con  una  lámpara  ultravioleta  (Fluo‐Chem  FC2 MultiImage  II;  Alpha  Innotech).  La 




La  técnica  de  patch‐clamp  es  una  de  las  técnicas  electrofisiológicas 
disponibles más potentes, puesto que permite aislar y medir corrientes eléctricas 
específicas  (configuración  de  voltage‐clamp)  de  células  aisladas,  así  como 
potenciales  de  acción  (configuración  de  current  clamp).  Se  fundamenta  en  la 





et  al.,  1978;  Hamill  et  al.,  1981)  para  estudiar  canales  iónicos.  Por  este motivo 
fueron galardonados con el premio Nobel de Medicina en 1991. La técnica consiste 
en  la  formación  de  un  sello  de  alta  resistencia  (giga  seal)  entre  la  célula  y  una 
micropipeta que contiene una  solución electrolítica. A  su vez,  la micropipeta está 
conectada a un amperímetro, lo que permite el control del voltaje o el control de la 


















Las  pipetas  de  patch‐clamp  se  fabricaron  a  partir  de  capilares  de  vidrio 
borosilicatado  (Harvard  Apparatus,  Edenbridge,  Reino  Unido)  de  1,5  mm  de 
diámetro externo y 1,17 mm de diámetro interno, con un estirapipetas programable 
(Narishige  PC‐10).  La  resistencia  de  la  punta,  una  vez  llena  la  pipeta  de  solución 
interna, fue de 2‐4 MΩ.  
7.2 Configuraciones de patch‐clamp 

























































placa  Petri  de  35 mm,  situada  en  la  pletina  de  un microscopio  invertido  (Leica 
DMIL). Una  vez  que  las  células  se  adhirieron  a  la  base  de  la  placa,  se  eligió  una 
célula  con  la  morfología  adecuada.  Por  otro  lado,  se  intodujo  en  la  placa  un 
electrodo de plata conectado a su vez con el resto del equipo. Posteriormente, se 
introdujo la pipeta (rellenada con solución interna), con una ligera presión positiva, 














canales  de  la membrana  celular.  La  ICa,L  basal  fue medida  3‐5 min  después  de  la 
ruptura del sello para permitir el equilibrio entre la solución de la pipeta y el líquido 










poros  en  la  porción  de  la membrana  donde  se  formó  el  sello,  que  permitirán  el 





célula y  la pipeta que  la obtenida en el caso de  la configuración de whole‐cell. El 
registro  electrofisiológico  se  llevó  a  cabo  35‐40  minutos  después  de  haber 
conseguido el sello de alta resistencia. 
7.3 Soluciones 
Las  soluciones utilizadas para el  registro electrofisiológico de  corrientes han 
de ser similares en su composición  iónica, tanto al medio citosólico como al medio 
externo que  rodea  a  la  célula. Así, durante el experimento  la  solución  interna  se 



















La  composición  de  la  solución  interna  para  el  registro  de  la  IK  en  la 
configuración de parche perforado fue la siguiente (mM): HEPES 10; EGTA 0,1; CaCl2 
0,062; NaATP 3,1; NaGTP 0,42; MgCl2 4; KCl 126,5; Glucosa 10; pH 7,3 (ajustado con 
CsOH). Para  la configuración de parche perforado  se  le añadió a  la  solución de  la 
pipeta anfotericina B (150 µg/mL).  
8 Enzimoinmunoensayo 

































El  día  del  experimento  las  células  fueron  incubadas  durante  20  min  en 
presencia  de  los  fármacos  objeto  de  estudio.  Cada  tratamiento  se  realizó  por 
cuadruplicado.  A  continuación  se  procedió  a  la  lisis  celular  según  las 
recomendaciones del fabricante del kit para células adherentes. 
La placa suministrada con el kit contiene un anticuerpo específico policlonal 
para  AMPc,  inmovilizado  en  el  fondo  del  pocillo,  sobre  el  cual  se  añadieron 
soluciones  estándares  con  concentraciones  conocidas  de  AMPc  y  las  muestras 
objeto de estudio  (procedentes de  las  células  lisadas  con anterioridad). Tras este 
paso  se  incubó  la  placa  con  un  antisuero  (anticuerpo  anti‐AMPc  de  conejo). 
Transcurrido  el  periodo  de  incubación  y  posterior  lavado  para  eliminar  uniones 
inespecíficas  se  añadió  un  anticuerpo  policlonal  específico  para AMPc  conjugado 
con peroxidasa. A continuación, se efectuó un lavado para eliminar cualquier unión 
enzima‐anticuerpo, se añadió una solución de sustrato del enzima a los pocillos y se 
incubó  durante  30  minutos  en  oscuridad  para  que  se  desarrollase  coloración 
proporcional a  la  concentración de AMPc unido en el paso  inicial. Finalmente,  se 
añadió  H2SO4  1M  para  detener  la  reacción  de  coloración  y  se  determinó  la 






(ACH),  ácido  L‐(+)‐ascórbico,  ácido  flufenámico  (FFA),  anfotericina  B,  antibiótico‐
antimicótico (composición por mL: 10000 U de penicilina, 10 mg de estreptomicina 
y  25  µg  de  anfotericina  B),  apamina  (APA),  azul  de  tripano  (solución  al  0,4%), 
anticuerpo  anti‐α‐actina  de  músculo  liso  conjugado  con  isotiocianato  de 
fluoresceína  (FITC),  β‐mercaptoetanol,  caribdotoxina  (CHTX),  colagenasa, 
dimetilsulfóxido  (DMSO),  EGTA,  elastasa  pancréatica  porcina,  fenilefrina  (PHE), 
forskolina (FSK), glibenclamida (GLIB), KT5720, Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS), 




tetraetilamonio  (TEA),  sal  trietilamónica  de  Rp‐3’,5’‐monofosfato  cíclico  de 
adenosina  (Rp‐cAMPs), SB 203580,  seroalbúmina bovina deslipidizada, SKF‐96365, 
tapsigargina  (TP),  TMB‐8  (hidrocloruro  de  8‐(dietilamino)octil‐3,4,5‐
trimetoxibenzoato),  tritónX‐100,  tween‐20,  arginina‐vasopresina  (AVP), 
hidrocloruro  de  verapamilo  (VRP),  4’‐6‐diamidinofenilindol  (DAPI),  3‐isobutil‐1‐
metilxantina  (IBMX)  y  8‐(4‐clorofeniltio)‐3′,5′‐monofosfato  cíclico  de  2′‐O‐




DMEM/F‐12,  suero  fetal  bovino  (FBS),  tripsina‐EDTA  al  5%,  Lipofectamine™ 
2000; Opti‐MEM®  I Reduced Medium Serum,  fura‐2 AM y  fluo‐4 AM proceden de 
Invitrogen (Paisley, Reino Unido). 
N,N,N’,N’‐tetrametiletilenodiamina  (TEMED),  persulfato  amónico  (PSA)  y 
dodecilsulfato sódico (SDS) fueron suministrados por Merck. 


















de  las  siguientes  soluciones  stock  concentradas y almacenadas a  ‐20  ºC: apamina 
(500 µM), caribdotoxina  (100 µM), db‐cAMP  (100 mM),  fenilefrina  (1 mM), pCPT‐
cAMP (10 mM), 8‐pCPT‐2’‐O‐Me‐cAMP (10 mM), Rp‐cAMPs (10 mM), SKF‐96365 (10 
mM),  TMB‐8  (10  mM),  vasopresina  (1  mM)  y  verapamilo  (1  mM)  en  agua 
desionizada. Ácido  flufenámico  (100 mM),  forskolina  (10 mM),  glibenclamida  (10 
mM),  IBMX  (100 mM),  ionomicina  (1 mM),  KT5720  (1 mM), milrinona  (5 mM), 
nifedipina (10 mM), rolipram (100 mM), SB‐203580 (10 mM) y tapsigargina (1 mM) 















texto y en  las  figuras se expresaron como el valor medio ± el error estándar de  la 
media (e.e.m.). Las diferencias significativas entre dos medias (p ˂ 0,05 o p ˂ 0,01) 
fueron  determinadas  utilizando  el  test  t  de  Student  de  dos  colas  para  datos 
apareados o no apareados, o el análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido del 
test post hoc de Bonferroni’s, según procediese. 
En  los  experimentos  llevados  a  cabo  en  anillos  de  aorta  precontraídos,  las 
respuestas de relajación se expresan como el porcentaje de la contracción máxima 
(Emax  =  100%)  producida  por  la  fenilefrina.  Para  la  forskolina  se  calculó  la 
concentración  inhibitoria  50  (CI50),  concentración  a  la  cual  se produce  el  50% de 
relajación de la contracción inducida por el agente vasoconstrictor. 
En  los  experimentos  de  fluorescencia  en  célula  única,  la  intensidad  de 
fluorescencia emitida por  las células  individuales se calculó a partir del número de 
píxeles  incluidos  en  regiones  delimitadas manualmente  (ROI,  regions  of  interest) 
mediante el programa Metafluor 7.1. La compensación de la fluorescencia de fondo 
se realizó por la substracción de la iluminación medida en un área de la imagen sin 
células.  Los  valores  de  fluorescencia  del  fura‐2  se  expresan  como  unidades 
arbitrarias  de  fluorescencia,  y  el  valor  basal  fue  normalizado  a  cero  para  cada 
experimento. Los  incrementos del  [Ca2+]i  se muestran en  términos de  incremento 
del ratio de fluorescencia (ΔF340/380 nm). 
Para el cálculo de los resultados en los experimentos de señalización cálcica se 
utilizaron únicamente  los datos obtenidos a partir de  células que  respondían  con 
una elevación de la [Ca2+]i en respuesta al ionóforo ionomicina (1 μM) al final de los 
experimentos. 






En  los  experimentos  de  western  blot,  la  cuantificación  de  las  bandas 






para normalizar  los valores de  las  intensidades de  las bandas,  teniendo en cuenta 
que  la expresión de  β‐actina no  se ve modificada por  los  tratamientos  llevados a 
cabo en este trabajo. El ratio IPKA‐RIIα/Iβ‐actina es, por tanto, una magnitud normalizada 
y permite  comparar  los niveles de expresión de PKA‐RIIα de muestras diferentes 






En  los  experimentos  de  electrofisiología,  las  amplitudes  de  las  ICa,L  fueron 
automáticamente calculadas entre el pico máximo de corriente y el plato estable al 
final  de  cada  pulso  cada  8  segundos.  Las  variaciones  de  la  ICa,L  inducidas  por  los 
tratamientos  se  expresan  como  %  de  la  ICa,L  basal.  Las  variaciones  de  la  IK  se 





































1 Efectos  de  los  incrementos  de  AMPc  sobre  la 
contractilidad vascular 
1.1 Efectos  de  la  forskolina,  dibutiril  AMPc  y  rolipram  sobre  la 
contracción con fenilefrina 




mantuvo  sin  cambios  significativos  de  tensión  en  los  anillos  control  durante  al 
menos  90  min.  En  los  controles,  diluciones  equivalentes  del  vehículo  (DMSO) 
empleado  en  los  experimentos  no  provocaron  efectos  significativos  en  las 
contracciones inducidas por la fenilefrina. 
La adición acumulativa de  forskolina  (10 nM‐10 µM) relajó  las contracciones 
inducidas por  fenilefrina  (1 µM) en anillos de aorta de  rata sin endotelio con una 
CI50  =  87,9  nM  (n  =  12)  (figura  22).  En  base  a  este  resultado,  se  eligió  la 
concentración de 0,1 µM de  forskolina para  los  sucesivos experimentos. Con esta 
concentración  la  relajación  de  los  anillos  fue  de  44,0  ±  2,9%,  n  =  19;  p  ˂  0,01 
respecto al vehículo. 
El db‐cAMP (50 µM) también relajó  la contracción  inducida por  la fenilefrina 
(1 µM) un 49,9 ± 2,7% (n = 21; p ˂ 0,01 respecto al vehículo; figura 23). 
La administración de rolipram (100 µM) no provocó un descenso significativo 
de  la  contracción  inducida  por  1  µM  fenilefrina  (porcentaje  de  relajación:  4,1  ± 
0,8%, n = 22; p > 0,05). En presencia de  rolipram  (100 µM),  la  relajación  inducida 








Figura  22.  Curva  acumulativa  concentración‐relajación  de  la  forskolina  en 

























































de  los  anillos  durante  10  min  con  db‐cAMP  (50  µM  y  100  µM)  disminuyó 













1.2 Efecto  de  la  inhibición  de  la  p38  MAP  cinasa  sobre  la 
vasorrelajación inducida por forskolina y dibutiril AMPc  
En los anillos de aorta de rata desprovistos de endotelio, la administración de 
SB‐203580  (10  µM)  no  produjo  ningún  efecto  significativo  sobre  la  contracción 





































forma  significativa  en  presencia  de  SB‐203580  (10  µM)  (porcentaje máximo  de 
relajación: 83,4 ± 7,3%, n = 9; p < 0,01;  figura 28)  (ver  registro  representativo en 
figura 26). 
 






































1.3 Efecto  de  diversos  bloqueantes  de  canales  de  K+  sobre  la 
relajación inducida por forskolina o dibutiril AMPc 
La administración de apamina (0,5 µM), de una combinación de caribdotoxina 
(0,1  µM)  y  apamina  (0,5  µM)  o  de  glibenclamida  (10  µM)  no  modificó 
significativamente  la  respuesta  contráctil de  la  fenilefrina  (1 µM)  (variación de  la 
contracción máxima: 14,04 ± 2,2%, n = 4; 13,8 ± 3,9%, n = 10 y 5,1 ± 1,5%, n = 10 
respectivamente; p > 0,05 en los tres casos).  
El  efecto  vasorrelajante  de  la  forskolina  (0,1  µM)  no  se  vio modificado  de 
forma significativa en presencia de apamina (porcentaje de relajación: 50,2 ± 1,9%, 
n  =  4;  p  >  0,05  respecto  al  control)  ni  de  una  combinación  de  caribdotoxina  y 
apamina (porcentaje de relajación: 38,2 ± 4,0%, n = 12; p > 0,05 respecto al control). 
El  efecto  vasorrelajante  del  db‐cAMP  (50  µM)  tampoco  se  vio  afectado  por  el 
tratamiento  con  caribdotoxina  (0,1  µM)  y  apamina  (0,5  µM)  (porcentaje  de 
relajación: 47,8 ± 7,1%; n = 8, p > 0,05 respecto al control correspondiente; figura 
28). 
El pretratamiento  con glibenclamida  (10 µM) aumentó  significativamente el 
efecto  vasorrelajante  de  la  forskolina  (0,1  µM)  (porcentaje  de  relajación:  70,7  ± 





Figura  27.  Registro  representativo  de  la  respuesta  contráctil  inducida  por 












1.4 Efecto  de  inhibidores  de  canales  de  Ca2+  tipo  L  sobre  la 
vasorrelajación inducida por forskolina  
Los inhibidores de los canales de Ca2+ tipo L, nifedipina (1 µM) y verapamilo (1 
µM), relajaron parcialmente  la contracción de  los anillos  inducida por  la fenilefrina 
(1 µM)  (porcentaje de  relajación: 46,2 ± 2,6%, n = 12 para  la nifedipina  y 39,0 ± 
2,2%, n = 12 para el verapamilo; p ˂ 0,01 respecto al vehículo en los dos casos). 
Una vez estabilizada la relajación por nifedipina o verapamilo, la subsiguiente 




































Figura  29.  Efecto  de  nifedipina  (NIF)  y  verapamilo  (VRP)  sobre  la  relajación 
inducida por forskolina (FSK 0,1 µM) de la contracción por fenilefrina (1 µM) en 
anillos de  aorta de  rata desprovistos de endotelio. Cada barra  representa  la 
media ± e.e.m de al menos 6 valores. 
 
1.5 Efecto  del  ácido  flufenámico  y  del  SKF‐96365  sobre  la 
vasorrelajación inducida por forskolina  
La administración de ácido flufenámico (100 µM) sobr  la contracción estable 
inducida por  fenilefrina  (1 µM) produjo una relajación del 26,9 ± 7,7%  (n = 8; p ˂ 
0,01  respecto al vehículo). Es estas condiciones,  la  relajación de  la  forskolina  (0,1 
µM)  fue  potenciada  de  forma  significativa  (59,3  ±  11,4%,  n  =  4;  p  ˂  0,05  con 
respecto a los controles en ausencia de ácido flufenámico (figura 30). 
Por  su  parte,  el  SKF‐96365  (30 µM)  relajó  significativamente  la  contracción 
estable  inducida por  fenilefrina  (1 µM)  (87,1  ± 8,2%, n = 3; p ˂ 0,01  respecto  al 
vehículo).  La  subsiguiente  administración  de  forskolina  (0,1  µM)  relajó 

























Figura 30. Efecto del ácido  flufenámico  (FFA) sobre  la relajación  inducida por 
forskolina (FSK 0,1 µM) de las contracciones inducidas por fenilefrina (1 µM) en 
anillos de  aorta de  rata desprovistos de endotelio. Cada barra  representa  la 
media ± e.e.m de, al menos, 4 valores; * p ˂ 0,05 con respecto al control. 
 
1.6 Efecto  de  los  inhibidores  de  la  PKA  sobre  la  vasorrelajación 
inducida por forskolina 
En otra serie de experimentos se evaluó la implicación de la PKA en el efecto 
inhibidor  de  la  forskolina  sobre  la  contracción  inducida  por  fenilefrina.  La 
administración de KT5720 (0,5 µM), inhibidor selectivo de la actividad de la PKA, no 


































Figura 31. Efecto del KT5720  sobre  la  relajación  inducida por  forskolina  (FSK 
0,1 µM) de la contracción con fenilefrina (1 µM) en presencia o en ausencia de 




Al  igual que  se describió en el  apartado 1.1 de esta  sección,  la  contracción 
originada  por  la  fenilefrina  fue  significativamente  menor  tras  la  preincubación 
durante 10 min con forskolina (10 µM) (0,21 ± 0,04 g, n = 10; p ˂ 0,01 respecto al 
control  sin  forskolina).  Este  efecto  de  la  forskolina  no  fue modificado  de  forma 



























inhibidor  de  la  contracción  con  fenilefrina  (1  µM)  causado  por  la  forskolina 










provocó  una  relajación  significativa  de  los  anillos  de  aorta  precontraídos  con 
fenilefrina (1 µM) (porcentaje de relajación: 14,9 ± 1,3%, n = 5; p ˂ 0,01 respecto al 
control). 
La  adición  conjunta  de  8‐pCPT‐2’‐O‐Me‐cAMP  (100  µM)  y  de  8‐pCPT‐cAMP 
(100 µM) produjo una relajación significativa de los anillos del 75,8 ± 0,3%, n = 6; p 







































Tras un período de 20 min en ausencia de Ca2+ extracelular,  la  fenilefrina  (1 
µM)  indujo  una  contracción  transitoria  de  los  anillos  de  aorta  de  rata  (valores 
máximos de  tensión  (g): 0,57 ± 0,03, n = 46) que retornó a valores basales en ∼6 
min.  La  preincubación  de  los  anillos,  durante  10  min,  con  diferentes  dosis  de 































Tabla  4.  Valores  máximos  de  tensión  (g)  alcanzados  por  la  fenilefrina  en 


















































Tras  un  lavado  de  45  min  en  medio  con  1,5  mM  Ca2+  extracelular  (para 
rellenar  los reservorios  intracelulares de Ca2+) seguido de un nuevo período de 20 
min  en  ausencia  de  Ca2+  extracelular,  la  fenilefrina  (1  µM)  indujo  una  segunda 
contracción de  los  anillos  (valor máximo de  tensión  (g): 0,40 ± 0,02, n = 24) que 
representa un 85,5 ± 4,9% (n = 24) de la primera contracción.  
Esta  segunda  contracción,  inducida  por  fenilefrina,  fue  reducida 
significativamente por por pretatamiento durante 15 min con forskolina (0,1 µM) (% 




En  un  medio  extracelular  con  1,5  mM  Ca2+,  la  contracción  inducida  por 
fenilefrina  (1 µM)  fue completamente  inhibida en presencia de TMB‐8  (100 µM) y 
parcialmente reducida (∼50%) en presencia de TMB‐8 (30 µM). 
En presencia de TMB‐8 (30 µM), la aplicación de forskolina (0,1 µM) relajó de 













min,  con  pCPT‐cAMP  (100  µM)  y  8‐pCPT‐2’‐O‐Me‐cAMP  (100  µM).  La  adición  de 
EFECTOS SOBRE LA CONTRACTILIDAD VASCULAR 
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estos  compuestos no modificó  la  tensión basal de  los  anillos.  El  tratamiento  con 







sobre  la  contracción  por  fenilefrina  (1  µM)  en  anillos  de  aorta  de  rata 
desprovistos  de  endotelio  en medio  libre  de  Ca2+.  Cada  barra  representa  la 
media  ±  e.e.m  de  al  menos  4  valores.  **  p  ˂  0,01  con  respecto  al 
correspondiente control. 
 





























Despues  de  15  min  de  lavado  con  medio  libre  de  Ca2+  para  eliminar  la 
fenilefrina presente en los baños de órganos, la reintroducción de una solución que 
contiene  1,5 mM  de  Ca2+  en  el medio  externo  provocó  una  respuesta  contráctil 
lenta  y  sostenida  (valor  máximo  de  tensión  (g):  1,28  ±  0,19,  n  =  8)  (registro 
representativo  en  figura  36).  Dicha  contracción  fue  disminuida  de  forma 
significativa por  la preincubación durante 10 min con  forskolina  (0,1 µM)  (tensión 
máxima  (g): 0,9 ± 0,08, n = 9; p < 0,01 con respecto al control),  forskolina  (1 µM) 
(0,58 ± 0,29, n = 4; p < 0,01 con  respecto al control),  forskolina  (10 µM)  (tensión 
máxima  (g):  0,27  ±  0,04,  n  =  10;  p  <  0,01)  y  forskolina  (10  µM)/IBMX  (100  µM) 
(tensión máxima (g): 0,06 ± 0,08, n = 4; p < 0,01) (figura 37A).  
De  manera  similar,  la  preincubación  con  db‐cAMP  (50  µM  y  100  µM) 
disminuyó significativamente  la  respuesta contráctil por  reentrada de Ca2+  (0,94 ± 


















En  medio  libre  de  Ca2+  la  aplicación  de  tapsigargina  (1  µM)  no  provocó 
respuesta contráctil  los anillos de aorta de  rata desprovistos de endotelio. Tras el 
tratamiento  con  tapsigargina  la  posterior  reintroducción  de  Ca2+  (1,5 mM)  en  el 
medio indujo una respuesta contráctil sostenida (tensión máxima (g): 0,38 ± 0,07, n 
= 7). 
Esta  contracción  fue  inhibida  de  modo  significativo  por  la  aplicación  de 























































Tabla 5. Efecto de  la  forskolina y el db‐cAMP en  la  contracción  inducida por 









1.9.2 Efecto de  los  inhibidores de  la PKA sobre  la contracción por reentrada de 
Ca2+ tras depleción con fenilefrina 
La aplicación de forskolina (10 µM) en medio  libre de Ca2+, previamente a  la 
reintroducción  de  una  solución  1,5 mM  de  Ca2+,  produjo  una  disminución  de  la 
contracción por reentrada de Ca2+ de los anillos de aorta (valor de la contracción (g): 
0,27 ± 0,04, n = 10; p ˂ 0,01 con respecto al control sin forskolina). Este valor no fue 












































































adición de  la  forskolina no modificó significativamente el porcentaje de  relajación 
(27,9 ± 3,1%, n = 12; p > 0,05 respecto al control sin rolipram). 
En medio  despolarizante  sin  Ca2+,  la  preincubación  con  forskolina  (0,1  µM) 
(tensión máxima  (g):  0,92  ±  0,22,  n  =  4;  p ˂  0,05  con  respecto  a  los  controles), 
forskolina (0,1 µM)/IBMX (100 µM) (0,05 ± 0,05, n = 4; p ˂ 0,01 con respecto a los 
controles)  y  db‐cAMP  (100  µM)  (1,06  ±  0,0,  n  =  4,  p  ˂  0,01  con  respecto  a  los 





sin  endotelio  en medio  despolarizante  sin  Ca2+  y  posterior  contracción  por 
reintroducción  de  Ca2+  en  el  medio  (B)  Disminución  de  la  contracción  por 







db‐cAMP  sobre  la  contracción  inducida  con  CaCl2  (1,5  mM)  en  medio 
despolarizante  en  anillos  de  aorta  de  rata  desprovistos  de  endotelio.  Cada 
barra representa  la media ± e.e.m de al menos 4 valores. * p ˂ 0,05 y ** p ˂ 
0,01 con respecto a los controles. 
1.10.2 Efecto  de  la  nifedipina  y  el  SKF96365  sobre  la  contracción  inducida  con 
CaCl2 









































En  este  medio,  la  aplicación  de  forskolina  (1,  10  µM)  y  forskolina  (10 
µM)/IBMX  (100  µM)  produjo  un  incremento  de  la  [Ca2+]  (expresado  como 
incremento del ratio de fluorescencia 340/380: ΔF340/380) de 0,09 ± 0,01, n = 13; 0,05 
± 0,01, n = 13 y 0,25 ± 0,07, n = 15 respectivamente. En los tres casos el porcentaje 
de  respuesta  celular  fue del	100%  (figura 1) y  las diferencias  fueron  significativas 
respecto a  los valores basales  (p ˂ 0,01). Para  forskolina  (1 y 10 µM) además,  se 
encontraron diferencias significativas respecto al valor máximo de aumento de Ca2+, 


















Figura 42. Registro  representativo de  las  variaciones en  la  [Ca2+]i  (expresado 
como  ΔF340/380)  en  dos  células  A7r5  en  medio  con  Ca
2+  en  respuesta  al 




Figura  43.  Efecto  del  tratamiento  con  forskolina  (FSK),  forskolina/IBMX,  db‐
cAMP  y  pCPT‐cAMP/pCPT‐2’‐O‐Me‐cAMP  sobre  los  niveles  de  Ca2+  basales 
(expresado  como  ΔF340/380)  en  células  A7r5  en medio  con  Ca
2+.  Cada  barra 
representa  la media ± e.e.m de, al menos, 6 valores; * p ˂ 0,05 y ** p ˂ 0,01 


















































db‐cAMP  (300 µM)  (n = 26; 30,7% de respuesta)  (figura 44). Una dosis  inferior de 
db‐AMPc (100 µM) no produjo aumentos significativos (n = 14).  
El tratamiento con pCPT‐cAMP (100 µM, n = 20) o con 8‐pCPT‐2’‐O‐Me‐cAMP 
































































La preincubación de  las células durante 30 min con  forskolina  (1 y 10 µM) o 
con  forskolina  (10  µM)/IBMX  (100  µM)  inhibió  significativamente  la  respuesta 
cálcica  de  la  vasopresina,  tanto  la  fase  de  pico  como  la  fase  de  meseta.  Esta 
respuesta  no  fue modificada  significativamente  por  forskolina  (0,1  µM)  (tabla  6) 
(figura 45A).  














Control  0,99 ± 0,09  0,3 ± 0,04  26 
FSK (0,1 µM)  1,27 ± 0,16  0,26 ± 0,04  16 
FSK (1 µM)  0,056 ± 0,088**  0,07 ± 0,01**  13 
FSK (10 µM)  0,066 ± 0,03**  0,04 ± 0,01**  9 
FSK (10 µM)/IBMX (100 µM)  0,372 ± 0,11**  0,14 ± 0,04*  11 
db‐cAMP (300 µM)  0,47 ± 0,05**  0,15 ± 0,02**  20 
pCPT‐cAMP (100 µM)  0,59 ± 0,08**  0,08 ± 0,008**  11 








Figura  45.  (A)  Efecto de  la preincubación  con  forskolina  (FSK)  y  forskolina  e 
IBMX sobre el incremento máximo de Ca2+ (ΔF340/380) inducido por vasopresina 
(AVP 1 µM) en medio con Ca2+ en células A7r5. (B) Efecto de la preincubación 


































































































































5  s  tras  la adición del agonista. Esta  respuesta  fue  significativamente menor  (p ˂ 
0,01), tanto el pico inicial como la fase de meseta, que la obtenida en un medio con 
Ca2+ 2 mM (ver figura 47). 




































de  la vasopresina  (ΔF340/380 = 0,15 ± 0,03, n = 19 para  forskolina  (0,1 µM); 0,05 ± 
0,02, n = 10 para  forskolina  (1 µM); 0,18 ± 0,03, n = 8 para  forskolina  (10 µM) y 
0,008 ± 0,006, n = 8 para forskolina (10 µM)/IBMX (100 µM); p < 0,01 con respecto 
al control en ausencia de tratamiento).  















































Figura  48.  Efecto  de  la  preincubación  con  forskolina;  forskolina  e  IBMX,  db‐







de  las proteínas PKA y Epac  sobre  la  reentrada de Ca2+  inducida por 
vasopresina 
En  células A7r5,  tras  inducir  una  depleción  de  reservorios  intracelulares  de 
Ca2+ con AVP en medio  libre de Ca2+, como se describe en el apartado anterior,  la 
reintroducción de medio conteniendo 2 mM de Ca2+ provocó un  incremento de  la 










































Figura 49. Registro  representativo de  las  variaciones en  la  [Ca2+]i  (expresado 
como  F340/380)  en  una  célula  A7r5  en  medio  libre  de  Ca
2+  en  respuesta  al 





n  =  9;  p  >  0,05  con  respecto  al  control).  El  pretratamiento  con  forskolina  (10 
µM)/IBMX  (100  µM)  disminuyó  significativamente  la máxima  reentrada  de  Ca2+ 












Figura 50. Efecto de  la preincubación durante 10 min  con  forskolina  (FSK)  e 













































































En medio  libre  de  Ca2+,  la  aplicación  de  tapsigargina  (0,5  µM)  produjo  un 




























































































































durante  10  min,  anterior  a  la  reintroducción  de  Ca2+  en  el  medio  disminuyó 
significativamente el  aumento de  la  [Ca2+]i  inducido por depleción de  reservorios 










El  tratamiento  con  db‐cAMP  (100  µM)  no  modificó  significativamente  el 
aumento máximo de Ca2+  inducido por CCE  (ΔF340/380 = 0,15 ± 0,08, n = 4) pero sí 
disminuyó de  forma  significativa el % de  células que  respondieron  (66%  frente  a 
∼90% en los controles). 
 

























































Figura 55. Registro representativo de  los cambios en  la  intensidad  (A) y en el 





































































4.2 Efecto del  tratamiento de 24 h con  fármacos que aumentan el 
AMPc sobre la expresión de las proteínas PKA y Epac  
En esta serie de experimentos se evaluó el efecto del tratamiento durante 24 
h  con  forskolina  (1  µM),  forskolina  (10  µM)/IBMX  (100  µM),  forkskolina  (10 
µM)/rolipram  (100  µM)  y  db‐cAMP  (100  µM)  en  los  niveles  de  expresión  de  la 
subunidad  reguladora  de  la  PKA  (RII  α)  en  lisados  celulares  de  A7r5  mediante 
técnicas estandarizadas de western blot (ver blot representativo en figura 59).  
La intensidad de las bandas de las proteínas marcadas con el correspondiente 




referencia  1.  Así,  los  datos  obtenidos  para  los  diferentes  tratamientos  fueron: 
control  (1, n = 3);  forskolina  (1 µM)  (0,79 ± 0,11, n = 3);  forskolina  (10 µM)/IBMX 
(100  µM)  (0,66  ±  0,01,  n  =  3;  p  ˂  0,01  respecto  al  control);  forskolina  (10 
µM)/rolipram  (100 µM)  (0,74 ± 0,1, n = 3; p ˂ 0,05) y db‐cAMP  (100 µM)  (0,68 ± 
0,01, n = 3; p ˂ 0,01) (figura 60). 
 
Figura  57. Western  blot  representativo  de  cantidades  iguales  de  lisados  de 
células A7r5 tratadas con forskolina (FSK 1 µM), forskolina (10 µM)/IBMX (100 
µM), forskolina (10 µM)/rolipram (ROL 100 µM) y db‐cAMP (100 µM), durante 





forskolina/rolipram  (ROL)  y  db‐cAMP  (valores  normalizados  respecto  a  la 
intensidad  de  la  banda  control)  sobre  los  niveles  de  expresión  proteica 
(cuantificado por densitometría de las bandas) de  la subunidad RIIα de la PKA 



















Posteriormente,  se procedió  a  la determinación de ARN  codificante para  la 
subunidad RII  α de  la  PKA  en  células A7r5. Para  ello  se  aisló  el ARN  total de  las 
muestras  mediante  un  sistema  de  columnas  de  intercambio  iónico.  Tras  la 
retrotranscripción se procedió a  la amplificación de un fragmento del gen de PKA‐
RIIα con el  fin de cuantificar  los niveles de ARNm codificante para PKA RII α. Para 
ello  se  diseñaron  primers  específicos  para  una  secuencia  común  al  ADNc  de  las 
especies  (R.  norvegicus  y  H.  sapiens).  Los  productos  de  la  amplificación  fueron 
separados  en  geles  de  agarosa  mediante  electroforesis  según  lo  descrito  en  el 





conjunto,  indican que  las células A7r5 expresan constitutivamente  la proteína PKA 
RII α y que además, el tratamiento durante 24 h con  forskolina  (1 µM),  forskolina 













de  tratamiento  con  forskolina  (FSK),  forskolina/IBMX, db‐cAMP, 8‐pCPT‐2’‐O‐
Me‐cAMP y pCPT‐cAMP  (valores normalizados  respecto a  la  intensidad de  la 

















































































5.1 Efecto  de  la  forskolina  y  de  los  activadores  de  la  PKA  y  Epac 
sobre las corrientes de Ca2+ tipo L en células A7r5 








Concentraciones  crecientes de pCPT‐cAMP  (0,1;  1  y  10 µM)  inhibieron  esta 
corriente de forma significativa (expresado como % de inhibición) (9,17 ± 2,08%, n = 
4; 12,62 ± 2,03%, n = 4 y 15,02 ± 3,62%, n = 4 respectivamente) (figura 64), mientras 



























Figura 62. Efecto de pCPT‐cAMP en  la  ICa,L basal en  células A7r5. Cada barra 
representa  la  media  ±  e.e.m.  de  4  experimentos,  expresados  como  %  de 
inhibición de la ICa,L.  
5.2 Efecto sobre las corrrientes de K+ en células A7r5 





























































8;  p  >  0,05)  aunque  fue  significativamente  aumentado  tras  el  tratamiento  con 
forskolina (10 µM) (94,2 ± 24,6 fmol/pocillo, n = 8, p ˂ 0,05). 
EL  rolipram  (100  µM,  1 mM)  no modificó  la  [AMPc]i  basal,  pero  potenció 
significativamente  el  incremento  inducido  por  la  forskolina  cuando  fueron 
administrados conjuntamente ([AMPc]i en fmol/pocillo: 96,8 ± 17,3 para forskolina 
(0,1 µM) y 186,4 ± 73,8 para forskolina (10 µM) en presencia de rolipram (100 µM); 




Figura  64.  Medida  de  la  [AMPc]i  en  RASMC  por  enzimoinmunoensayo.  El 
aumento de  la  [AMPc]i  inducido por  la  forskolina es potenciado en presencia 
del  inhibidor  de  la  PDE4  rolipram.  Cada  barra  representa  la media  ±  e.e.m. 


































Una  preincubación  de  10  min  con  fenilefrina  (1  µM)  no  modificó 
significativamente  la [AMPc]i basal en RASMC. La subsiguiente adición de rolipram 
(100 µM, 1 mM)  aumentó  significativamente  la  [AMPc]i  ([AMPc]i en  fmol/pocillo: 
71,3 ± 15,8 y 128,9 ± 44,2 respectivamente, n = 8; p ˂ 0,05 en ambos casos). Tras 10 




fenilefrina  (1  µM)  potenció  significativamente  los  incrementos  de  la  [AMPc]i 
inducidos por  la  combinación de  rolipram  (100 µM) y  forskolina  (0,1 µM)  cuando 
fueron administrados conjuntamente (228,1 ± 65,0 fmol/pocillo, n = 8; p ˂ 0,01). 
 
Figura  65.  Medida  de  la  [AMPc]i  en  RASMC  por  enzimoinmunoensayo.  En 
presencia de  fenilefrina  (PHE, 1 µM), el rolipram  (ROL)  induce un  incremento 





Una  preincubación  de  10  min  con  SB‐203580  (10  µM)  no  modificó 
significativamente  los  niveles  de  AMPc  basales  o  aumentados  por  la  forskolina 










































Figura  66.  Medida  de  la  [AMPc]i  en  RASMC  por  enzimoinmunoensayo.  El 
pretratamiento  de  las  células  con  SB‐203580  (10  µM)  no  modificó 




































































El  incremento de  los niveles  intracelulares de AMPc ([AMPc]i) desempeña un 
papel  destacado  en  la  mediación  de  la  relajación  del  músculo  liso  vascular  en 
respuesta  a  diversos  agentes  vasodilatadores.  Sin  embargo,  no  se  conocen  con 
exactitud  los  mecanismos  por  los  cuales  este  segundo  mensajero  inhibe  la 
contracción  muscular.  A  pesar  de  que  durante  muchos  años  se  creía  que  la 
vasorrelajación  inducida  por  AMPc  era  independiente  de  la  presencia  de  un 
endotelio funcional, hoy en día se acepta de modo general que el endotelio también 
participa en dicho efecto (Ferro et al., 2004; Queen et al., 2006; Schäfer et al., 2003; 
Zieba  et  al.,  2011).  En  el  presente  trabajo  hemos  intentado  profundizar  en  el 
conocimiento de su efecto vasodilatador directo, independiente de endotelio, para 





- Una  disminución  de  la  [Ca2+]c,  bien  por  inhibición  de  su  liberación  desde 
depósitos  intracelulares  (Chen  y  Rembold,  1996;  Yang  et  al.,  1999)  o  de  su 
entrada  a  través  canales  transmembrana  (Ishikawa  et  al.,  1993; Orlov,  et  al., 
1996), bien por incremento de su secuestro hacia dichos reservorios (Itoh et al., 
1982;  Lincoln  y  Cornwell,  1991)  o  su  extrusión  hacia  el  espacio  extracelular 
(Karashima et al., 2007). 
- Una  disminución  de  la  sensibilidad  de  los  filamentos  contráctiles  a  la  [Ca2+]c 
(Nishimura  y  van  Breemen,  1989;  Ushio‐Fukai  et  al.,  1993),  aunque  se  ha 











En presencia de Ca2+ extracelular (1,5 mM),  la  forskolina relajó  los anillos de 
aorta  de  rata  desprovistos  de  endotelio  precontraídos  con  fenilefrina  con  una 
potencia  de  orden  nM  (IC50  =  87,9  nM), mayor  que  la  descrita  previamente  por 
Delpy et al. (1996) o Kamata et al. (1989) y con una potencia similar a la descrita en 
anillos  con  endotelio  precontraídos  con  fenilefrina  (Delpy  et  al.,  1996), 
noradrenalina  (Sukhanova  et  al.,  2006)  o  con  una  elevada  concentración  de  K+ 
(Elgoyhen  et  al.,  1992;  Silver  et  al.,  1985).  Esta  potencia  vasorrelajante  fue 
confirmada  por  nuestra  serie  de  experimentos  en  los  que  la  contracción  de  los 
anillos de aorta inducida por la fenilefrina fue reducida aproximadamente a la mitad 
tras 10 min de preincubación de las preparaciones con forskolina (100 nM). 
Aunque  de modo  general  es  aceptado  que  este  efecto  es mediado  por  la 
capacidad de la forskolina para incrementar [AMPc]i (Insel y Ostrom, 2003; Rembold 





en un 44%, no produjo por  si  sola  incrementos  significativos de  la  [AMPc]i en  las 
células RASMC en los experimentos de enzimoinmunoensayo. Sin embargo, aunque 
no  se  puede  descartar  la  participación  de  otros  mecanismos  adicionales,  la 
vasorrelajación observada en el presente trabajo sí parece mediada principalmente 
por un incremento en los niveles de [AMPc]i puesto que: 
i)  Hemos  demostrado,  por  vez  primera,  que  bajas  concentraciones  de 
forskolina (100 nM) incrementan de forma significativa los niveles basales de AMPc 
únicamente en presencia (pero no en ausencia) de fenilefrina, la cual no modifica la 
[AMPc]i  por  sí  misma,  o  de  rolipram.  En  concordancia,  Galindo  et  al.  (2001) 
demostraron que en anillos de aorta torácica de rata  incubados con  fenilefrina,  la 
forskolina  (300  nM)  provocaba  un  incremento  significativo  de  la  [AMPc]i.  Sin 
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embargo,  no  nos  consta  la  existencia  de  resultados  que  indiquen  los  efectos  de 
dosis  de  forskolina  inferiores  a  1  µM  en  preparaciones  de  células  vasculares 
aisladas.  De  hecho,  en  los  experimentos  de  enzimoinmunoensayo,  la  forskolina 
suele  ser  empleada  a  concentraciones  >1  µM  como  fármaco  de  referencia  para 
comprobar la efectividad de los ensayos (ver, por ejemplo, Lincoln et al., 1990 o Lim 
et al. 2008, que emplean 10 µM forskolina en RASMC y A7r5, respectivamente). 
ii)  Los  efectos  vasorrelajantes  de  la  forskolina  descritos  aquí  pueden  ser 
reproducidos  por  la  administración  de  db‐AMPc,  un  análogo  no  hidrolizable  del 
AMPc.  Al  igual  que  sucedía  con  la  forskolina,  el  efecto  del  db‐cAMP  sobre 
preparaciones  precontraídas  fue  reproducido  con  similar  potencia  cuando  las 
preparaciones fueron preincubadas con este agente previamente a la inducción de 
la  contracción. Además,  tanto  los  efectos de  la  forskolina  como  los del db‐AMPc 




potenció de  forma significativa  las relajaciones  inducidas por  la  forskolina y el db‐
AMPc. Se había descrito previamente que  la actividad de  la PDE4 no es  relevante 
para la regulación de la contractilidad del músculo liso de la aorta de rata, ya que el 
rolipram  no  relaja  las  contracciones  inducidas  por  noradrenalina  o  por  elevada 
concentración de K+ en anillos de aorta desprovistos de endotelio  (Noguera et al., 
2001).  En  conjunto,  nuestros  resultados  sugieren  que  el  papel  de  la  PDE4  en  la 
regulación de  la  contractilidad del músculo  liso de  aorta de  rata no  es  relevante 
para la [AMPc]i basal. Sin embargo, cuando la [AMPc]i se incrementa, la actividad de 
la PDE4 podría aumentar, actuando así  como un mecanismo  compensatorio para 
acelerar  la  degradación  del  AMPc  y  contrarrestando  de  ese modo  su  actividad 
vasodilatadora.  Este  incremento  en  la  actividad  de  la  PDE4  parece  ser 
independiente de  los  incrementos en  la expresión de  la PDE4 detectada en células 
vasculares musculares lisas y endoteliales tras un aumento sostenido de la [AMPc]i 





Los  resultados  obtenidos  en  los  experimentos  de  enzimoinmunoensayo 
confirman  que  el  rolipram  no  induce  por  sí mismo  un  incremento  de  la  [AMPc]i 
basal, lo que es indicativo de que las RASMC no poseen una actividad AC basal muy 
importante.  A  pesar  de  ello,  el  rolipram  potenció  de  forma  significativa  los 




Curiosamente,  el  rolipram  también  indujo  un  incremento  de  la  [AMPc]i  en 
presencia  de  fenilefrina.  A  partir  de  estos  resultados  no  podemos  deducir  el 
mecanismo por el cual  la  fenilefrina potencia  los  incrementos de AMPc  inducidos 
tanto  por  el  rolipram  como  por  la  forskolina,  aunque  estudios  previos  habían 





relajación  de  diversas  preparaciones  vasculares  de  modo  independiente  del 
endotelio. Por ejemplo, los inhibidores selectivos de la PDE4, denbufilina y rolipram, 
relajan  la  arteria  basilar  canina  precontraída  con  U‐46619,  un  análogo  del 
tromboxano (Willette et al., 1999). Además, el rolipram relaja de modo significativo 
las  arterias  umbilicales  humanas  precontraídas  con  histamina  y  potencia  la 
relajación  inducida por  la  forskolina en  la misma preparación  (Santos‐Silva  et al., 
2008). Un efecto similar ha sido descrito para el Ro 20‐1724, un inhibidor selectivo 
de  la  PDE4,  que  da  lugar  a  una  potenciación  de  la  relajación  inducida  por  la 











del músculo  liso vascular  (Bao et al., 2007; Srinivasan et al., 2008). En  la aorta de 
rata,  el  SB‐203580,  un  inhibidor  selectivo  de  la  p38  MAPK,  reduce  el  efecto 
contráctil de  la endotelina 1 (Park et al., 2003) y de  la angiotensina  II  (Meloche et 
al., 2000) en preparaciones desprovistas de endotelio. Además, tanto  la forskolina 
como el db‐cAMP reducen la fosforilación de la p38 MAPK inducida por la trombina 
en  el modelo  celular  A10,  procedente  de musculo  liso  de  aorta  torácica  de  rata 
(Nakajima et al., 2005). 
Nuestros  resultados  sugieren  que  la  p38  MAPK  no  está  implicada  en  la 
contracción inducida por la fenilefrina en los anillos de aorta de rata, puesto que su 
inhibición con SB‐203580 no modificó dicha contracción. Sin embargo,  los efectos 





nuestros  resultados,  creemos  que  la  activación  de  la  p38  MAPK  podría 
contrarrestar, al menos en parte, la relajación mediada por el AMPc a través de un 
mecanismo  que  no  está  relacionado  con  la  contracción  inducida  por  el  propio 
agonista, pero que podría  interferir de algún modo en  la señalización posterior al 
incremento  de  AMPc,  ya  que  el  SB‐203580  no  modificó  la  [AMPc]c  basal  o  su 






Para  estudiar  la  posible  activación  de  canales  de  K+  por  la  forskolina  en 
nuestro  modelo  experimental,  llevamos  a  cabo  diversos  experimentos  con 
bloqueantes selectivos de dichos canales. 
La aplicación de caribdotoxina (bloqueante de canales de K+ tipo BKCa e IK), de 
apamina  (bloqueante  de  canales  de  tipo  SK),  de  la  combinación  de  ambas  o  de 
glibenclamida  (un  bloqueante  selectivo  de  los  KATP)  no  modificó  de  forma 
significativa  la  contracción  inducida  por  fenilefrina.  Este  hecho  sugiere  que,  en 
nuestras  preparaciones,  no  existen  canales  sensibles  a  estos  fármacos  que  estén 
activados durante dicha contracción. Sin embargo conviene destacar que, aunque 
no  significativo,  el  incremento  de  la  contracción  provocado  por  la  glibenclamida 
alcanzó un porcentaje considerable (14%). 




investigadores:  Ross  y  Yallampalli  (2006),  utilizando  arteria mesentérica  de  rata, 
describieron  un  efecto  vasodilatador  independiente  de  endotelio  para  la 
adrenomedulina, mediado  por  la  activación  de  los  canales  BKCa  a  través  de  un 
mecanismo dependiente de  la activación de  la PKA. Además, Haynes et al., (1992) 
han  demostrado  que  la  forskolina  puede  relajar  el  músculo  liso  también  por 
activación  de  los  canales  BKCa  (aunque  consideran  que  este  efecto  no  estaba 
mediado por el AMPc). 
Por otro lado, en presencia de glibenclamida, la relajación inducida por ambos 
agentes que  incrementan el AMPc  fue significativamente mayor que  la observada 
en  los  controles. En  contraste  con nuestros  resultados, estudios previos de otros 
autores sugieren que el efecto vasodilatador de  la forskolina no es afectado por  la 
glibenclamida en la aorta de rata desprovista de endotelio (Wilson y Clapp, 2002).  





de  la  glibenclamida  este  número  de  canales  estaría  incrementado.  De  hecho,  el 
efecto de los bloqueantes de canales KATP depende del estado de apertura en que se 
encuentre el canal, y que puede ser modificado por un agonista  (Shi et al., 2008). 
Así,  el  bloqueo  producido  por  la  glibenclamida,  que  es  reversible  sobre  ciertos 
subtipos  de  canales  KATP  (Gribble  et  al.,  1998),  podría  ser  contrarrestado  por  el 














acción  del  IP3  y  a  la  entrada  de  Ca
2+  extracelular  a  través  de  diversos  tipos  de 
canales  permeables  a  este  ion,  como  son  los  canales  de  Ca2+  acoplados  a  un 
receptor, los canales catiónicos no selectivos activados por un agonista, los canales 
de Ca2+ sensibles a las dihidropiridinas y los canales de Ca2+ operados por depleción 
de  reservorios  responsables  de  la  entrada  capacitativa  de  Ca2+  (Docherty,  2010; 
Sanders,  2001).  La  participación  de  este  último  tipo  de  canales  en  la  relajación 
inducida por el AMPc la discutiremos en el siguiente apartado. 
En el presente trabajo, la inhibición total de los canales sensibles a nifedipina 
o  verapamilo  redujo  en  ∼40%  las  contracciones  inducidas  por  la  fenilefrina, 




contracciones  inducidas  por  noradrenalina  (Hagiwara  et  al.,  1993),  y  en 
concordancia  con nuestros  resultados que muestran que  la  fase de meseta de  la 




la  forskolina. Si se considera como el 100% al total de  la contracción  inducida por 
fenilefrina,  la  relajación  que  provoca  la  forskolina  fue  similar  a  la  que  se  puede 
medir  en  ausencia  de  los  inhibidores  de  VOCC  (∼50%  de  la  contracción  total 
inducida por la fenilefrina). 
Los  resultados  con  nifedipina  y  verapamilo  sugieren  que  el  efecto 
vasorrelajante  provocado  por  la  forskolina  (100  nM)  no  es  mediado  por  una 
reducción en  la entrada de Ca2+ externo a través de canales VOCC tipo L. El hecho 
de que  la contracción  inducida por despolarización con una elevada concentración 
de  K+,  que  fue  completamente  inhibida  por  la  nifedipina,  sea  relajada  de  forma 
significativa por la forskolina y el db‐cAMP podría explicarse en base a que el efecto 



















de  patch  clamp  en  células A7r5,  que  el AMPc  ejerce  un  efecto  inhibidor  directo 
sobre los canales VOCC de tipo L (Satoh y Sperelakis; 1995; Lorenz et al., 1994; Liu et 
al., 1997) y sus resultados han sido corroborados por Orlov et al (1996) midiendo la 
entrada  de  45Ca2+  en  RASMC.  También  se  ha  sugerido  que  el  AMPc  no modifica 
directamente  la actividad de este  tipo de canales de Ca2+ mediante experimentos 
llevados a cabo en  tiras de aorta de  rata desprovistas de endotelio, midiendo  los 
efectos de la forskolina o el db‐cAMP en la captación de 45Ca2+ (Ahn et al., 1992) o 
en  preparaciones  de músculo  liso  no  vascular  (Welling  et  al.,  1997; Ohya  et  al., 
1987). Finalmente,  Ishikawa et al. (1993) han sugerido que  la activación de  la PKA 
por concentraciones bajas de AMPc  induce  incrementos modestos de  la actividad 
de  los canales de  tipo L, mientras que el GMPc y  las elevadas concentraciones de 
AMPc  dan  como  resultado  una  inhibición  de  la  actividad  de  estos  canales  por 
activación de la PKG. 
En otra  serie de experimentos, el ácido  flufenámico ha  sido empleado para 
evaluar la implicación de canales tipo TRP en la respuesta cálcica a la fenilefrina y en 
el  posterior  efecto  relajante  de  la  forskolina.  Se  ha  descrito  previamente  que  el 
ácido flufenámico es un posible  inhibidor del flujo de Ca2+ a través de  los subtipos 
de canales TRPC3 y TRPC7, aunque  también se ha descubierto un papel activador 
del subtipo TRPC6  (Hill et al., 2006;  Jung et al., 2002). Además, en el músculo  liso 
vascular,  el  ácido  flufenámico  puede  producir  un  bloqueo  de  canales  de  Cl‐ 
activados por Ca2+ y estimuladora de canales   de K+ de tipo BK o SK (Greenwood y 
Leblanc, 2007). 
En  nuestros  experimentos,  el  ácido  flufenámico  inhibió  en  parte  la 
contracción inducida con fenilefrina (∼25%). En estas condiciones, la forskolina (100 
nM)  relajó  la  contracción  residual  con  una  mayor  potencia  que  en  los  anillos 
control.  Este  hecho  podría  ser  debido  a  la mencionada  falta  de  especificidad  del 
propio ácido flufenámico. Por ello, en presencia de este agente, estarían activados 




acción  directa  de  la  forskolina. Así,  serán  necesarios  nuevos  estudios  para  poder 
esclarecer cuál es la influencia real del AMPc sobre los canales de tipo TRP. 
Con la idea de bloquear otros tipos de canales de entrada de Ca2+ implicados 




En nuestros experimentos, el SKF96365  inhibió por  completo  la  contracción 
inducida por despolarización con K+, lo que indica un marcado efecto bloqueante de 
los  canales VOCC por parte de este agente. Además,  relajó aproximadamente un 




La administración de  forskolina  (100 nM) sobre  los anillos precontraídos con 
fenilefrina  y  parcialmente  relajados  con  SKF96365  inhibió  completamente  la 
contracción  restante.  Estos  resultados  no  permiten  concluir  si  el  efecto  de  la 
forskolina es modificado tras  la  inhibición de canales  inducida por el SKF96365. Es 
decir, no podemos precisar si la inhibición de esos canales provoca una disminución 





disminución  de  la  entrada  de  Ca2+  extracelular.  Similares  conclusiones  fueron 
obtenidas  por  Ahn  et  al.  (1992)  utilizando  también  anillos  de  aorta  de  rata 
desprovistos  de  endotelio  para  sus  experimentos  de  contractilidad,  aunque 
empleando concentraciones de forskolina del orden µM. 
A  pesar  de  las  dudas  sobre  el  tipo  de  canales  de  Ca2+  que  pueden  estar 

















significativa ambas  fases de  la  respuesta  cálcica  inducida por AVP en miocitos de 
aorta de  rata,  con  la excepción de  la  forskolina  aplicada  a bajas  concentraciones 
(100 nM) en preparaciones con medio con Ca2+ externo. 
Por  lo tanto,  los agentes que  incrementan  la [AMPc]i (excepto  la forskolina a 
concentraciones  del  orden  nM)  reducen  la  contracción  de  la  aorta  de  rata 
inhibiendo  la  entrada  de  Ca2+  extracelular  (un  efecto  en  el  que  podría  estar 
implicada  la  entrada  capacitativa  de  Ca2+  (como  discutiremos  en  el  apartado 
siguiente)  y  la  liberación  de  Ca2+  a  partir  de  reservorios  intracelulares  (como 
discutiremos en el apartado 2). La falta de efecto de las concentraciones del orden 
nM  de  forskolina  sugiere,  de  nuevo,  que  sus  efectos  a  dichas  concentraciones 
estarían  mediados  por  una  acción  no  relacionada  con  la  entrada  de  Ca2+ 
transmembrana  (su  efecto  vasorrelajante  en  la  aorta  no  era modificado  por  los 







la  acción  de  agonistas  a  nivel  de  la  membrana  plasmática  como  por  agentes 
intracelulares,  incrementa  la permeabilidad de  la membrana plasmática al Ca2+ en 
las  células  no  excitables,  lo  que,  en  consecuencia,  permite  el  relleno  de  los 
reservorios  deplecionados  a  través  de  SOCC,  siguiendo  el  denominado  “modelo 
capacitativo” o SOCE (Álvarez‐Castro et al., 2004; Putney, 2009) un proceso que se 
asocia con una contracción funcional en  la aorta de rata (Noguera et al., 1998). En 








lo  que  coincide  con  resultados  previos  obtenidos  en  nuestro  laboratorio  en  los 
cuales  la  entrada  capacitativa  de  Ca2+  podía  ser  inhibida  parcialmente  por  la 
nifedipina  tanto  en  A7r5  (Campos‐Toimil  et  al.,  2005)  como  en  células  RASMC 
(Álvarez‐Castro et al., 2004). Estos resultados sugieren que la relajación del músculo 
liso  de  aorta  de  rata  inducida  por  la  forskolina  y  el  db‐cAMP  podría  estar  está 
mediada,  en  parte,  por  la  inhibición  de  la  entrada  de Ca2+  a  través de  SOCC. De 
modo  similar,  en  células  musculares  lisas  de  estómago  de  conejo,  la  entrada 
capacitativa de Ca2+ observada tras el tratamiento con tapsigargina fue inhibida por 
forskolina y nifedipina (Murthy y Makhlouf, 1998). La diferencia de potencia entre la 
forskolina y el db‐cAMP a  la hora de relajar  las contracciones debidas a  la entrada 
capacitativa de Ca2+ inducida por fenilefrina o tapsigargina observada aquí se debe, 







miocitos A7r5. La aplicación de AVP en medio  libre de Ca2+  indujo un  incremento 
transitorio de la [Ca2+]c atribuible a la depleción de reservorios intracelulares del ion 
(en el apartado 2 discutiremos el efecto de  los agentes que elevan el AMPc sobre 
dicha  respuesta).  En  estas  condiciones,  la  reintroducción  de  Ca2+  en  el  medio 
provocó un nuevo  incremento de  la  [Ca2+]c atribuible a  la entrada capacitativa de 
Ca2+, en  concordancia con  la  contracción observada por  la  reintroducción de Ca2+ 
tras  la  aplicación  de  fenilefrina  en medio  libre  de  Ca2+  en  las  preparaciones  de 
órgano aislado. La forskolina únicamente inhibió este efecto cuando fue empleada a 
altas concentraciones  (10 µM) y en presencia de  IBMX para  inhibir  las PDE. Dosis 
inferiores de forskolina y el db‐cAMP no provocaron efectos significativos. Así pues, 
existe  una  aparente  contradicción  entre  los  resultados  obtenidos  en  los 
experimentos  de  contractilidad  y  de  imaging.  Los  primeros  indican  que  el 
incremento  de  la  [AMPc]i  inhibe  la  contracción  por  entrada  capacitativa  de Ca
2+, 
mientras  que  los  datos  de  imaging  no  muestran  inhibición  de  dicha  entrada 
capacitativa.  Esta  discrepancia  podría  deberse  a  las  diferencias  entre  el modelo 
celular empleado, A7r5, y las células musculares lisas presentes en la aorta de rata, 
RASMC. De hecho, en experimentos  realizados en nuestro  laboratorio,  la entrada 
capacitativa de Ca2+  inducida tras depleción de reservorios con AVP es  inhibida de 
forma dosis dependiente por la forskolina en RASMC (Cuíñas et al., 2010). 
Por  otro  lado,  la  forskolina  (a  concentraciones  elevadas)  y  el  db‐cAMP  sí 
inhiben la entrada capacitativa de Ca2+ inducida por la depleción de reservorios con 













En  ausencia  de  Ca2+  extracelular,  dosis  nanomolares  de  forskolina  y  el  db‐
cAMP  inhibieron  la contracción  inducida por  fenilefrina, mediada por  la  liberación 
de Ca2+  intracelular  (Janssens y Verhaeghe, 1984;  Jiang et al., 2005). Esto  sugiere 









implicados  en  este  proceso:  la  liberación  de  Ca2+  inducida  por  Ca2+  (CICR),  que 
puede  ser  activada  de manera  selectiva  por  la  cafeína  y  por  la  rianodina,  y  la 
liberación de Ca2+ inducida por IP3, activada por agonistas de receptores acoplados 
a  PLC  y  la  subsiguiente  generación  de  IP3,  que  libera  Ca
2+  del  RE  al  unirse  a 
receptores específicos (ver Revisión Bibliográfica). 
En un trabajo previo realizado en nuestro  laboratorio,  la rianodina no  indujo 
una respuesta cálcica significativa en  las células A7r5 (Campos‐Toimil et al., 2007), 
en  concordancia  con  los  resultados expuestos  con anterioridad por otros autores 
empleando, además, cafeína como agonista (Byron y Taylor, 1993; Missiaen et al., 
1994). Estos resultados sugieren que las células A7r5, utilizadas en este estudio, no 
poseen reservorios  implicados en  la CICR sensibles a  la rianodina. Por el contrario, 
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línea base en ∼3 min  sin presentar, por  tanto,  la  fase de meseta. Este  resultado 









La  preincubación  con  forskolina  inhibió,  de  forma  dosis  dependiente,  la 
respuesta cálcica  inducida por AVP en ausencia de Ca2+ extracelular, un efecto que 




reducir  la movilización  de  Ca2+  inducida  por  agonistas  desde  reservorios  de  Ca2+ 
sensibles  al  IP3  en  células musculares  lisas  de  aorta  caninas  y  atribuyeron  este 
efecto a una activación de la PKA, que disminuiría la generación de IP3. 
Por otro  lado, en ausencia de Ca2+ extracelular,  la respuesta cálcica  inducida 
por  la  tapsigargina  fue  inhibida  en  presencia  de  forskolina,  un  efecto  también 
potenciado  por  la  inhibición  de  PDE  y  reproducido  por  el  db‐cAMP.  Una  acción 
similar había sido descrita previamente en linfocitos humanos tras la administración 






incremento de  la  [AMPc]i  reduce  la capacidad de  la  tapsigargina para deplecionar 
Ca2+  de  sus  reservorios  internos.  Dicho  efecto  es  probablemente  debido  a  la 
depleción  de  reservorios  sensibles  a  tapsigargina  inducida  por  el  propio  AMPc 
descrita por vez primera en el presente trabajo (ver apartado siguiente). 
Con  la  idea de seguir estudiando el efecto  inhibidor de  los  incrementos de  la 
[AMPc]i sobre el vaciado de  los reservorios  intracelulares de Ca
2+,  llevamos a cabo 
una  serie  de  experimentos  de  contractilidad  utilizando  el  TMB‐8.  Se  ha  descrito 
previamente que este agente es un inhibidor de la liberación de Ca2+ intracelular, y 
reduce  la  disponibilidad  de  Ca2+  en  el músculo  liso  y  esquelético  debido  a  que 
estabiliza la unión del Ca2+ a sus reservorios intracelulares (Chiou y Malagodi, 1975). 
Se ha demostrado que este agente bloquea de forma transitoria los incrementos de 





sugiere  que  esta  concentración  no  es  efectiva  para  bloquear  selectivamente  la 
liberación de Ca2+ desde reservorios intracelulares. 
Sin  embargo,  una  concentración  menor  de  TMB‐8  (30  µM)  presentó  las 
siguientes acciones: 
- Redujo  la contracción  inducida por fenilefrina en medio con 1,5 mM de Ca2+ en 
un 50%. 
- Redujo la contracción por fenilefrina en un 37% en medio libre de Ca2+. 
- En  presencia  de  TMB‐8  y  en medio  con  Ca2+  externo,  la  forskolina  relajó  la 
contracción por fenilefrina con más potencia que en los controles. 
Estos resultados sugieren que el TMB‐8 (30 µM) inhibe únicamente parte de la 
liberación  de  Ca2+  intracelular  y,  en  consecuencia,  reduce  también  en  parte  la 
subsiguiente  entrada  capacitativa  de  Ca2+,  aunque  no  se  puede  descartar  por 
completo un  efecto  sobre otro  tipo de  canales  transmembrana diferentes de  los 
SOCC.  Sin  embargo,  en  vista  de  lo  expresado  anteriormente,  cabría  esperar  una 
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disminución del efecto  relajante de  la  forskolina  ya que, en estas  condiciones,  la 
contracción  es menos  dependiente  de  la  liberación  de  Ca2+  intracelular  y  de  la 
entrada  capacitativa  de  este  ión.  Para  aclarar  esta  aparente  contradicción  será 
necesaria la planificación de nuevos experimentos, bien empleando de nuevo TMB‐
8 en protocolos y concentraciones diferentes, o bien utilizando otros agentes que 
permitan  discernir  con  mayor  efectividad  entre  la  contracción  derivada  de  la 
liberación  de  Ca2+  intracelular  y  la  provocada  por  la  entrada  de Ca2+  a  través  de 
canales transmembrana. 
En todo caso, nuestros resultados en conjunto sugieren que un incremento de 
la  [AMPc]i  reduce  la  cantidad  de  Ca
2+  liberado  por  los  agonistas  a  partir  de 
reservorios  intracelulares sensibles a  IP3 y a  tapsigargina,  lo que contribuye a una 
menor  respuesta  contráctil  del  músculo  liso  vascular  en  respuesta  a  dichos 
agonistas. 
3 Efectos de  los agentes que  incrementan el AMPc sobre 
[Ca2+]c basal 
Una de  las hipótesis que nos habíamos planteado para explicar  la  reducción 
de la liberación de Ca2+ intracelular tras un incremento de la [AMPc]i consistía en la 
posibilidad de el AMPc redujese de algún modo la cantidad de Ca2+ disponible en los 
reservorios  intracelulares  del  ion,  un  efecto  que  no  había  sido  descrito  hasta  la 
fecha por ningún otro autor. 
La  confirmación  de  esta  hipótesis  vino  dada  por  nuestros  experimentos  de 
imaging con células A7r5. En ellos, tanto la forskolina como el análogo del AMPc, el 
db‐cAMP, produjeron per se un  incremento  lento y gradual de  la [Ca2+]c basal, que 
es potenciado por  la  inhibición de  las PDE con  IBMX. Este efecto tiene  lugar tanto 
en presencia como en ausencia de Ca2+ extracelular, lo que sugiere que es debido, al 
menos en parte, a una  liberación de Ca2+ a partir de sus reservorios  intracelulares. 
Con  anterioridad  habíamos  descrito  un  efecto  similar  en  células  RASMC,  aunque 
con  ciertas  diferencias  en  la  concentración  de  los  agentes  empleados  para 
incrementar  el  AMPc,  y  que  era  potenciado  por  la  inhibición  de  PDE  con  IBMX, 







lugar  a  partir  de  reservorios  sensibles  a  la  tapsigargina,  puesto  que  la  aplicación 
previa de este agente inhibió los incrementos de Ca2+ inducidos por la forskolina y el 
db‐cAMP (Cuíñas et al., 2010). Recordemos que, a la inversa, la respuesta cálcica a 




vasorrelajante,  pueda  producir  un  incremento  de  la  [Ca2+]c  basal  en  los miocitos 
vasculares podría resultar  inesperado y contradictorio. Sin embargo, otros autores 
también habían descrito que los diversos agentes que aumentan la [AMPc]i pueden 
incrementar  la  [Ca2+]c.  Ya  en  1984,  se describió que  la  forskolina podía  causar  la 
relajación del músculo  liso de  la vena porta de hurón, pero  la [Ca2+]i, medida en  la 
misma  preparación  mediante  aequorina,  permanecía  sin  cambios  o  incluso  era 
incrementada (Morgan y Morgan, 1984). Empleando aequorina en tiras de músculo 
liso  de  tráquea  bovina,  Takuwa  et  al.  (1988)  describieron  que  la  isoprenalina 
producía un incremento de la [Ca2+]i que era reproducido por la forskolina utilizada 
en  concentraciones  que  provocaban  un  marcado  efecto  vasorrelajante. 
Posteriormente,  empleando  la  sonda  fura‐2  en  RASMC,  Lincoln  et  al.  (1990) 
demostraron que tanto la forskolina como la isoprenalina incrementaban de forma 
transitoria  la  [Ca2+]i  y  que  la  forskolina  reducía  la  señal  cálcica  inducida  por  una 
posterior aplicación de AVP. 
Sin  embargo,  estos  efectos,  a  diferencia  de  lo  descrito  en  nuestro  estudio, 
tenían  lugar  únicamente  en  presencia  de  Ca2+  extracelular,  No  tenemos 
conocimiento, hasta la fecha, de que se haya descrito que el aumento de la [Ca2+]c 
inducido por el AMPc pueda deberse en gran medida a una depleción del ion desde 














aorta  tras  la  administración  de  este  agente.  Esta  situación  de  desacoplamiento 
entre la liberación de Ca2+ a partir de los reservorios intracelulares y la contracción 
muscular  coincide  con  resultados  previos  obtenidos  en  nuestro  laboratorio:  en 











electrofisiología,  la  forskolina activó  la entrada de Ca2+ extracelular en  las  células 
A7r5 a través de canales VOCC de tipo L, un efecto similar al descrito previamente 
realizando  medidas  de  electrofisiología  en  canales  VOCC  de  tipo  L  aislados  en 
células A7r5 (Marks et al., 1990). Kimura et al. (2000) demostraron que el db‐AMPc 
puede  incrementar  la  ICa  en  células A7r5  por  fosforilación  de  la  subunidad  β  del 
canal,  un  efecto  por  la  activación  de  la  PKA.  Además,  Fukumitsu  et  al.  (1990) 





Recapitulando, nuestros resultados  indican que un  incremento de  la  [AMPc]i 






En  la actualidad es conocido que diversos efectos  inducidos por  los agentes 
que incrementan el AMPc, y que se creía que estaban mediados por la activación de 
la PKA, son atribuibles a  la activación de  las proteínas Epac en diferentes modelos 
celulares  (Gloerich  y  Bos,  2010;  Roscioni  et  al.,  2011;  Schmidt  et  al.,  2013;  ver 
Revisión  Bibliográfica).  De  hecho,  el  reciente  desarrollo  de  los  activadores 
específicos de  la Epac ha servido para poner de manifiesto  la  importancia de estas 
proteínas. Estos compuestos se basan en pequeñas, pero significativas diferencias 
estructurales  entre  los  sitios  de  unión  del  AMPc  (cAMP  binding  pockets) 






fase  de  nuestra  investigación  hemos  querido  estudiar  la  participación  de  las 
proteínas PKA y Epac en  las relajaciones en  la aorta aislada de rata, así como en  la 



















paso  previo  de  una  investigación  futura,  también  hemos  realizado  una  serie  de 
experimentos  para  estudiar  que  componentes  de  la  ruta  AMPc‐PKA‐Epac  se  ven 
modificados  tras  24  h  de  tratamiento  con  fármacos  que  activan/bloquean  pasos 
diferenciales implicados en esta ruta de señalización. Así, hemos observado que tras 
tratamiento  de  24  h  con  forskolina  y  db‐cAMP  disminuye  significativamente  la 


















Es  interesante,  sin  embargo,  destacar  que  en  nuestras  condiciones 
experimentales  el  activador  selectivo  de  la  PKA,  pCPT‐cAMP,  relajó  de  forma 
significativa los anillos de aorta. Por otro lado, Ferro et al. (2004) ha descrito que la 
PKA participa de modo predominante en  la relajación  independiente de endotelio 
tras  la  estimulación  de  adrenoceptores  β2  con  salbutamol.  Esta  aparente 




Aunque  ya  había  sido  sugerida  la  existencia  de  diversos mecanismos  que 
podrían mediar un  efecto  vasodilatador por parte del AMPc  independiente de  la 
activación  de  la  PKA  (Akata,  2007;  Bruce  et  al.,  2003; Morgado  et  al.,  2012;  ver 
Revisión Bibliográfica), los resultados obtenidos en nuestro laboratorio demuestran 
que  el  efecto  vasorrelajante  independiente  de  endotelio  del  AMPc  podría  ser 
mediado,  al  menos  en  parte,  por  la  activación  de  las  proteínas  Epac:  la 
administración de 8‐pCPT‐2’‐O‐Me‐cAMP, un activador selectivo de  la Epac,  relajó 
de  forma  significativa  las  preparaciones  de  aorta  aislada.  Además,  de  nuestros 
resultados  se  desprende  que  los  efectos  vasorrelajantes  de  los  activadores  de  la 
Epac y de la PKA son aditivos. Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio 
ya habían sugerido que la Epac puede relajar en parte la aorta de rata, pero en este 
caso  por  un  mecanismo  dependiente  de  endotelio  (García‐Morales  et  al.,  en 
revisión).  
Los  resultados  aquí  descritos  coinciden,  en  parte,  con  los  publicados 
anteriormente por Sukhanova et al. (2006), que atribuyen un papel destacado a  la 
activación de una o varias proteínas Epac en  la  relajación de  la aorta de  rata. Sin 
embargo, estos autores no especifican si dicho efecto es dependiente de endotelio 
o debido a un efecto directo de  la Epac en  las células musculares  lisas arteriales. 





2006).  En  los  últimos  años,  otros  autores  han  descrito  la  capacidad  de  los 
activadores de la Epac para relajar de modo directo otras preparaciones de músculo 




tener  acción  selectiva  sobre  la  actividad  de  estas  proteínas  y  que  en  el  futuro 
podrán servir para realizar nuevos experimentos que completen los resultados aquí 
presentados. 
Según  habíamos  expuesto,  el  efecto  vasorelajante  de  los  agentes  que 
incrementan el AMPc podría estar mediado, en parte, por  la depleción de Ca2+ a 








activadores  de  Epac  y  de  PKA,  capaces  de  reducir  la  contracción  inducida  por  la 
reentrada  de  Ca2+  tras  la  depleción  con  fenilefrina,  apoyan  una  participación  de 














la  PKA  puede  incrementar  de  forma  significativa  la  [Ca2+]c  en  los  miocitos 
vasculares, mientras que  su administración por  separado provocó ninguna acción 
significativa.  Dicho  efecto  es  debido,  en  parte,  a  la  depleción  de  reservorios 
intracelulares de Ca2+ sensibles a la tapsigargina, puesto que también fue observado 
en  ausencia  de  Ca2+  extracelular,  reduciendo  la  señal  cálcica  inducida  por  una 
posterior aplicación de dicho inhibidor de la SERCA. 
Una  posible  interpretación  de  estos  resultados  es  que  ambas  proteínas 
participan de  forma  sinérgica en el  incremento de  la  [Ca2+]c basal  inducido por el 
AMPc, y que  la sensibilidad de nuestra  técnica no permite detectar el  incremento 
menor  inducido  por  su  activación  por  separado. De  hecho,  un  incremento  de  la 
[AMPc]i, a través de  la activación de  la PKA, puede aumentar  la  liberación de Ca
2+ 
del RE a  través de canales de  IP3 en  la glándula salivaria de mosca  (Schmidt et al. 
2008). Además, la incubación previa de los miocitos de aorta con Rp‐cAMPs redujo 
de  modo  significativo  la  respuesta  cálcica  inducida  por  incremento  del  AMPc, 
confirmando la participación de la PKA en dicha respuesta. En lo referente a la Epac, 
Purves et al.  (2008) habían  sugerido que  la activación  selectiva de  la Epac  con 8‐
pCPT‐2’‐O‐Me‐cAMP induce un incremento transitorio de la [Ca2+]c basal en RASMC. 
En  concordancia  con  una  participación  de  la  Epac  en  la  liberación  de Ca2+  desde 
reservorios  intracelulares, el mismo grupo de  investigación sugirió más  tarde que, 
en miocitos de aorta de rata, la Epac inhiben las corrientes a través de canales K+ATP 
por  un  mecanismo  dependiente  de  la  liberación  de  Ca2+  de  sus  reservorios 
intracelulares y de la activación de la calcineurina (Purves et al. ,2009). En el mismo 
sentido,  Morel  et  al.  (2005)  describieron  que  el  8‐pCPT‐2’‐O‐Me‐cAMP  puede 
provocar un  incremento de  la  [Ca2+]c en miocitos  ventriculares de  ratón neonato 
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para  producir  hipertrofia  cardíaca.  En  neuronas  de  cerebelo  de  ratón,  la 
administración del mismo activador de  la Epac  indujo un  incremento de  la  [Ca2+]c 
basal debido a la mobilización de Ca2+ intracelular (Ster et al., 2007), provocando en 
este caso  la activación de canales BKCa. De nuevo,  la falta de un  inhibidor selectivo 
de  la  Epac  nos  impidió  en  su  momento  profundizar  en  esta  parte  de  nuestro 
estudio. 
En relación con la movilización directa de Ca2+ por el AMPc, cabe destacar que 
la corriente de Ca2+ a  través de VOCC  tipo L activada por  la  forskolina medida en 
nuestros  experimentos  de  patch‐clamp  no  es  debida  una  activación  de  la  Epac, 




PKA y Epac  inhibió  la respuesta cálcica  inducida por AVP, tanto en medio con Ca2+ 












dichos  efectos  podría  estar  implicada  la  fosforilación  del  IP3R  por  la  PKA.  No 
obstante,  en  este  aspecto  existe  una  gran  controversia  ya  que  también  se  ha 





En  cuanto  a  la  entrada  capacitativa  de  Ca2+  inducida  por  la  depleción  de 
reservorios con AVP, ésta no es afectada de forma significativa por el pCPT‐cAMP o 
el 8‐pCPT‐2’‐O‐Me‐cAMP. Estos resultados están en aparente contradicción con los 
obtenidos  en  los  experimentos  de  contractilidad,  en  los  cuales  ambos  fármacos 
reducían  la contracción  inducida por  la reentrada de Ca2+ tras  la depleción de Ca2+ 
intracelular  con  fenilefrina.  El  diferente  comportamiento  de  los  miocitos 
embrionarios  (A7r5) y  los que  conforman  la aorta de  rata adulta  (RASMC) podría 
estar detrás de dicha discrepancia,  según  lo discutido en el apartado 1.4 de esta 
discusión,  aunque  se  necesitarán  nuevos  experimentos  para  comprobar  esta 
posibilidad. 
Este es, a nuestro entender, el primer trabajo que estudia una posible acción 
de  la  Epac  sobre  la  entrada  capacitativa  de  Ca2+.  Por  otro  lado,  los  resultados 
descritos en la literatura sobre los efectos de la PKA sobre la entrada capacitativa de 
Ca2+ son también muy contradictorios, dependiendo de la preparación y del agente 
empleado  para  la  depleción.  Así,  en  linfocitos  humanos  la  entrada  capacitativa 
provocada por la tapsigargina puede ser incrementada o disminuida por diferentes 
concentraciones de H‐89, un  inhibidor de PKA  (de  la Rosa et al., 2001). En células 
musculares  lisas de  arteria pulmonar humana, el AMPc podría  reducir  la entrada 
capacitativa  de  Ca2+  por  un  efecto  independiente  de  la  PKA  para  tiempos  de 
incubación cortos con forskolina e IBMX y se volvería dependiente de PKA a medida 
que  el  tiempo  de  incubación  se  incrementa  (Zhang  et  al.,  2007).  En  células 
musculares  lisas de arterias  renales de cerdo,  la  reentrada de Ca2+ medida  tras  la 
depleción de reservorios de Ca2+ con tapsigargina es inhibida parcialmente por el H‐
89, un  inhibidor de  la PKA,  lo cual sugiere que, al menos en dicha preparación,  la 
activación de la PKA potencia la entrada capacitativa de Ca2+. 









intracelulares  Epac‐camps  en miocitos  vasculares  de  tipo  RAMSC  o  A7r5,  hemos 
comprobado que  la administración de forskolina  incrementa de forma significativa 
la  [AMPc]i  en  dichos  modelos  celulares.  Sin  embargo,  fue  necesario  emplear 
concentraciones de  forskolina del orden µM en presencia de un  inhibidor de PDE 
(IBMX)  para  detectar  un  incremento  significativo  de  la  [AMPc]i.  Esta  ausencia  de 
efectos de la forskolina se podría deber a alguna de las siguientes posibilidades: 
1. Los  experimentos  de  FRET  empleando  las  sondas  Epac‐camps  no  son  lo 







de  AMPc,  pero  en  la  práctica  en  la mayoría  de  los  trabajos  publicados  emplean 
concentraciones  saturantes  de  AMPc  (Ponsioen  et  al.,  2009;  Hong  et  al.,  2011; 
Terrin   et al., 2012): emplean forskolina (25 µM) para detectar descensos de FRET. 
Solamente  en  un  trabajo  publicado  por  Sassi  et  al.  (2008)  comienzan  a  detectan 
descenso de FRET con forskolina (5 µM) en miocitos de arteria coronaria. De hecho, 




Esta  insuficiente  sensibilidad  por  parte  de  las  sondas  Epac‐camps  para 
detectar  pequeños  incrementos  de  AMPc,  unido  a  su  baja  efectividad  en  la 
transfección,  podría  suponer  un  hándicap  importante  para  su  utilización  en 




En  cuanto  a  la  compartimentación  de  los  incrementos  del  nucleótido,  esta 
podría  ser  también  un  motivo  de  los  diferentes  resultados  obtenidos  en  los 
experimentos de FRET y de enzimoinmunoensayo. Esta compartimentación, llevada 
a cabo principalmente por la AC y las PDE, ya ha sido descrita previamente (Baillie, 
2009;  Cooper,  2005;  Vandecasteele  et  al.,  2006;  ver  Revisión  Bibliográfica),  y 
consiste  en  la  diferente  localización,  propiedades  y  selectividad  de  los  enzimas 
implicados en  la  ruta de  los nucleótidos cíclicos. En miocitos ventriculares de  rata 
neonata,  se han encontrado aumentos de AMPc  localizados que  fueron disipados 
por la adición de un inhibidor de PDE como el IBMX (Stangherlin y Zaccolo, 2011). 
Dosis  bajas  de  forskolina  aumentan  el  AMPc  en  compartimentos  celulares. 
Dado que  la sonda empleada presenta distribución citoplasmática, una posibilidad 
sería que dicha sonda no alcance los microdominios donde el AMPc es sintetizado. 
Además  estos microdominios  están  rodeados  de  cadenas  de  PDE  que  frenan  la 
difusión del AMPc. Concluimos que  la  técnica de  FRET no  sería  la adecuada para 
medir  cambios en  la  [AMPc]  tan  localizados  (esta posibilidad  la han  contemplado 
Rich et al., 2000). Así, serían necesarias concentraciones de AMPc suficientemente 








































1. La  forskolina  relaja  la  aorta  de  rata  independientemente  de  la  presencia  de 
endotelio.  A  la  concentración  que  causa  un  50%  de  relajación  (100  nM)  la 
forskolina  incrementa  significativamente  la  [AMPc]i  en  miocitos  vasculares 













es  mediado  por  la  activación  de  canales  BKCa,  IK,  SK  y  KATP.  Se  ha  podido 
confirmar por electrofisiología un efecto activador de  la  forskolina y del AMPc 
sobre los canales de K+ (Kv y BKCa) en las células A7r5. 
5. El efecto  vasorrelajante de  la  forskolina  a  concentraciones bajas  (100 nM) no 
tiene lugar por bloqueo de canales TRP, aunque se pone en duda la selectividad 
del ácido flufenámico para el estudio de estos canales en contractilidad. 
6. El  efecto  vasorrelajante  de  la  forskolina  (100  nM)  no  es  mediado  por  una 
reducción en la entrada de Ca2+ externo a través de canales VOCC tipo L. A estas 




7. Los agentes que  incrementan  la [AMPc]i   reducen  la contracción de  la aorta de 




depleción  de  reservorios  intracelulares  de  Ca2+.  En  este  efecto  participan  las 
proteínas  PKA  y  Epac  y  es mediado,  al menos  en  parte,  por  un mecanismo 
diferente a la disminución de la entrada capacitativa de Ca2+ extracelular. 
8. El efecto vasorrelajante de la forskolina (100 nM) y del subsiguiente incremento 
de  la  [AMPc]i  es  mediado  en  parte  por  una  depleción  de  Ca
2+  a  partir  de 
reservorios  intracelulares sensibles al  IP3 y a  la  tapsigargina. Esta depleción da 
lugar a un incremento de la [Ca2+]c que no se corresponde con una contracción 
de los anillos de aorta. En este efecto participan las proteínas PKA y Epac. 
9. La PKA y  las  las  isoformas 1 y 2 de  las proteínas Epac  se expresan de manera 
constitutiva  en  las  células  A7r5.  La  elevación  sostenida  (24  h)  de  la  [AMPc]i 
reduce la expresión de la proteína PKA en dichas células.  
10. La técnica de medición de la [AMPc]i en miocitos vasculares mediante la técnica 
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Despite a large number of studies, the mechanism by which 3′,5′-cyclic monophosphate (cAMP) induces va-
sorelaxation is not fully understood. The comparison between results obtained in different vessels or species
has often been the source of conflicting reports. In order to shed more light onto this mechanism, we studied
the effects of forskolin in phenylephrine-pre-contracted endothelium-denuded rat aorta and measured cAMP
levels in rat aortic myocytes by enzyme-immunoassay. Nanomolar forskolin relaxed phenylephrine-induced
contractions. This effect was mimicked by dibutyryl-cAMP and was potentiated by rolipram or a p38-
mitogen-activated protein kinase (p38-MAPK) inhibitor (SB-203580). Nifedipine and verapamil partially re-
laxed phenylephrine-induced contractions, while further application of cAMP-elevating agents fully relaxed
these contractions. In Ca2+-free extracellular solution, forskolin reduced phenylephrine-induced transient
contractions and reduced the Ca2+-induced contraction after depletion of intracellular stores. Nanomolar
concentrations of forskolin increased basal cAMP levels only in the presence of rolipram or phenylephrine,
which did not modify intracellular levels of cAMP by themselves. In conclusion, relaxation by cAMP is medi-
ated in part by decrease of depletion of intracellular Ca2+ stores and inhibition of capacitative calcium entry.
This study provides the first evidence that inhibition of PDE4 or p38-MAPK potentiates the vasodilator effect
of cAMP-elevating agents in rat aortic myocytes.
© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction
It is generally accepted that the increase in intracellular adenosine
3′,5′-cyclic monophosphate (cAMP) levels ([cAMP]i) and the subse-
quent activation of cAMP-dependent signalling pathways leads to
the relaxation of vascular smooth muscle. Several major mechanisms
have been proposed to explain this action (Akata, 2007; Bruce et al.,
2003; Morgado et al., 2012):
a) A decrease of cytoplasmic Ca2+ concentration ([Ca2+]c) that
could be mediated by: i) a reduced release of Ca2+ from intracel-
lular stores (Yang et al., 1999); ii) a reduced entry of Ca2+ from
the extracellular space through ion channels (Ishikawa et al.,
1993; Orlov et al., 1996); iii) an increase of the Ca2+ transport to-
wards intracellular Ca2+ stores (Lincoln and Cornwell, 1991); iv)
an increased extrusion of Ca2+ from the cell (Karashima et al.,
2007). However, reported results on the regulation of Ca2+ levels
by cAMP signalling are contradictory and the crosstalk between
changes in [cAMP]i and [Ca2+]c is still not fully understood.
b) A reduction of the sensibility of contractile filaments to [Ca2+]c
(Nishimura and van Breemen, 1989; Ushio-Fukai et al., 1993).
c) An activation of certain K+ channels subtypes, including Ca2+ ac-
tivated K+ channels (KCa) (White et al., 2000) or ATP-sensitive K+
channels (KATP) (Schubert et al., 1997; Waldron and Cole, 1999).
The physiological relevance of these mechanisms seems to vary
between different vascular preparations and, even in the same prep-
aration, depending on the agonist used to induce the contraction
(Bugrim, 1999; Morgado et al., 2012; Santos-Silva et al., 2008).
These differences may be attributed, in part, to the machinery that
regulates [cAMP]i within cells, since they may express different
isoforms of adenylyl cyclases (enzymes that synthesize cAMP from
intracellular ATP) (Willoughby and Cooper, 2007) and phosphodies-
terases (PDE, enzymes that degrade cAMP into inactive metabolites)
(Lugnier, 2006), leading to the generation of cAMP microdomains
that control both extent and duration of cAMP signals (Baillie, 2009;
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Willoughby and Cooper, 2007). Also, depending on the cell model,
[cAMP]i increases may activate distinct pathways, such as protein ki-
nase A (PKA), exchange proteins activated by cAMP (Epac) or cyclic
nucleotide-gated channels (Kopperud et al., 2003).
In order to shed more light into the mechanisms of the cAMP
vasorelaxant effects, we have here studied several of the processes
that could be implicated in the relaxation induced by cAMP in the
endothelium-denuded rat aorta previously contracted with phenyl-
ephrine, using forskolin, an AC activator, and dibutyryl cyclic AMP
(db-cAMP), a cell permeable cAMP analogue. The absence of endothe-
lium avoids the interference of the L-arginine-NO-cGMP pathway and
the release of endothelial factors that could participate in the regula-
tion of the vascular tone, as well as in the control of cAMP levels
themselves (Campos-Toimil et al., 2008; Cary et al., 2006). Finally,
in order to establish a correlation between vasorelaxant effects and
[cAMP]i changes, we have also measured [cAMP]i in isolated rat aortic
smooth muscle cells (RASMC) by means of enzyme-immunoassay
(EIA) techniques.
2. Material and methods
2.1. Animals and ethical approval
Male Wistar–Kyoto (WKY) rats (Iffa-Credo) weighing 200–350 g
were used throughout this study. They were housed, cared for and
acclimatized (before the experiments) as previously indicated (Orallo
et al., 2000). For experiments, rats were killed by CO2 inhalation and
exanguinated. All experimental protocols were approved by the bio-
ethics committee of the University of Santiago de Compostela (Spain)
and the bioethics committee for research (CEIC) of the Xunta de Galicia
(Spain).
2.2. Contraction-relaxation studies in isolated rat thoracic aorta rings
The thoracic aorta was rapidly removed, placed in a Petri dish
with Krebs bicarbonate solution (KBS) of the following composition
(in mM): 119 NaCl, 4.7 KCl, 1.5 CaCl2.2H2O, 1.2 MgSO4.7H2O, 1.2
KH2PO4, 25 NaHCO3, 0.03 EDTA-Na2, 0.6 L-(+)-ascorbic acid and 11
glucose; pH 7.4, oxygenated with carbogen (95% O2+5% CO2) at
37 °C. Then, the aorta was cleaned of fat and connective tissue, de-
prived of endothelium by rubbing the intimal layer with a cotton
bud and cut into ~4 mm long cylindrical segments.
Aortic rings were immediately transferred to an organ bath
containing 10 ml of KBS, thermoregulated at 37 °C and bubbled with
carbogen. Two stainless steel pins were inserted through the lumen of
each arterial segment: one pin was fixed to the organ bath and the
other connected to a Dynamometer UF-1 transducer (Pioden Controls
Ltd., Canterbury, UK) to record the isometric tension with a MacLab/
16 s and Chart 3.6 software or a PowerLab/8sp and Chart 4.1 software
Data Adquisition system (AD Instruments Castle Hill, Australia).
Rat aortic rings were equilibrated at a resting tension of 2 g for at
least 60 min, during which the physiological solution was replaced
every 15 min. Thereafter, a contraction was induced by the addition
of phenylephrine (1 μM). Once the contraction stabilized, the total
absence of acetylcholine relaxant action (1 μM) was used to verify
the complete removal of endothelial cells. After assessing the absence
of endothelium, vascular tissues were allowed to recuperate for 1 h
during which the physiological solution was replaced every 15 min,
before any experiment protocol was started.
For experiments in calcium-free medium, aorta preparations were
equilibrated for 60 min in 1.5 mM Ca2+-containing KBS and then in a
Ca2+-free KBS for 20 min before a phenylephrine contraction was
elicited (Ca2+-free KBS had the same composition that KBS except
that CaCl2 was replaced by 0.5 mM EGTA).
2.3. Cell culture
RASMC were isolated from the medial layer of thoracic aorta of
male WKY rats by means of collagenase-elastase dissociation as has
been previously described (Álvarez-Castro et al., 2004). Briefly, the
culture medium was Dulbecco's modified Eagle medium/Ham's F12
medium (DMEM/F-12, 1:1) supplemented with L-glutamine (2 mM),
L-(+)-ascorbic acid (50 μM), L-proline (1 μM), antibiotics/antimycotic
(100 units/ml penicillin G, 100 μg/ml streptomycin sulphate and
0.25 μg/ml amphotericin B) and 10% (v:v) heat-inactivated foetal bo-
vine serum (FBS). Freshly dissociated RASMC were seeded in 25 cm2
culture flasks at ~20,000 cells/cm2 density and kept in culture at
37 °C and 5% CO2 in air. Medium was renewed every 2–3 days.
At confluence, RASMCs were harvested by treatment with a
Ca2+-free trypsin/EDTA (0.05%/0.5 mM) solution for 10 min at 37 °C
and either frozen or passaged at a constant 1:2 split ratio in 75 cm2
flasks. Cells were used between passages 3 and 11.
2.4. Measured intracellular cAMP levels in RASMC by EIA
For cAMP determination, RASMC were seeded on 96-well plates
(~50.000 cells/cm2) for 24 h (37 °C, 5% CO2 in air). Cells were then in-
cubated for 20 min with the corresponding drugs or vehicle (controls)
and lysed using dodecyltrimethylammonium bromide (0.5% w/v)
under continuous shaking for 10 min. Total cAMP of 100 μl aliquots
from each non-acetylated sample was determined by enzyme-
immunoassay (Amersham cAMP Biotrak, GE Healthcare Europe
GmbH) following the manufacturer's instructions and evaluated using
a Fluostar Optima multi-well plate reader (BMG Labtech, Offemburg,
Germany).
2.5. Data presentation and statistical analysis
Unless otherwise specified, results shown in the text, tables and
figures are expressed as mean±s.e.m. The following tests were
used for statistical analysis: Two-tailed Student's t test for unpaired
data in the contraction-relaxation studies and one-way analysis of
variance (ANOVA) (followed by a Bonferroni's post-hoc test) in the
EIA experiments, with Pb0.05 being considered significant.
In the experiments carried out in pre-contracted rat aortic rings,
relaxant responses are expressed as a percentage of the maximal
contraction (Emax=100%) produced by phenylephrine. In cumulative
experiments, sigmoidal concentration-response curves for the
vasorelaxant effects of forskolin were fitted using the program
Origin™ 7.0 (Microcal Software, Inc., Northampton, USA), with esti-
mation of IC50 values (i.e. concentrations inducing 50% relaxation)
for phenylephrine-induced contractions.
2.6. Drugs and chemicals
Acetylcholine chloride, antibiotics/antimycotic (penicillin G, strep-
tomycin sulphate and amphotericin B), L-(+)-ascorbic acid, db-
cAMP sodium salt, DMSO, forskolin, L-glutamine, nifedipine dymethyl
ester, L-phenylephrine hydrochloride, L-proline, rolipram, SB-203580,
thapsigargin and (±)-verapamil hydrochloride were from Sigma-
Aldrich. Ca2+-free/EDTA trypsin, DMEM/F-12 and FBS were from
Gibco-Life Technologies.
Stock solutions of these compounds were prepared and stored
at −20 °C as follows: acetylcholine (100 mM), db-cAMP (50 mM),
phenylephrine (1 mM) and verapamil (10 mM) in deionised water;
forskolin (10 mM), nifedipine (10 mM), rolipram (100 mM), SB-
203580 (10 mM) and thapsigargin (1 mM) in DMSO. Dilutions from
these stocks were prepared freshly in distilled water or physiological
buffer every day as needed for experiments. The final concentration
of DMSO never exceeded 0.01% (v/v). Control groups received treat-
ment with the solvent alone.
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Studies involving light-sensitive compounds nifedipine and ve-
rapamil were performed in the dark. All other chemicals were of
analytical grade.
3. Results
3.1. Effects of forskolin, db-cAMP, rolipram and SB-203580 on
phenylephrine-precontracted rat aortic rings
In 1.5 mM Ca2+-containing KBS, a single addition of phenylephrine
(1 μM) induced a sustained contraction of endothelium-denuded rat
aortic rings. The maximal tension reached was 1.99±0.04 g (n=239).
This contractile effect was maintained without significant tension
changes in control rings for at least 90 min. In all control assays, equiv-
alent dilutions of vehicle (DMSO) used in experiments had no signifi-
cant effects on phenylephrine-induced contractions.
Cumulative addition of forskolin (10 nM–10 μM) relaxed
phenylephrine-induced contractions with a IC50 of 87.9 nM (n=12).
A single application of forskolin (0.1 μM) induced a significant relaxa-
tion of phenylephrine-induced contraction (% of relaxation: 44.0±2.9,
n=19, Pb0.01 with respect to vehicle) (Fig. 1). db-cAMP (50 μM)
also relaxed phenylephrine-induced contractions (49.9±2.8%, n=21,
Pb0.01 with respect to vehicle) (Fig. 1). On the other hand, rolipram,
a selective PDE4 inhibitor, (100 μM) did not significantly relax
phenylephrine-induced contraction (4.1±0.8%, n=22, P>0.05). In
the presence of rolipram (100 μM), the relaxation induced by forskolin
(0.1 μM) or db-cAMP (50 μM) was significantly potentiated (58.3±
4.3%, n=6 and 72.6±6.2%, n=6, respectively; Pb0.05 and Pb0.01
with respect to the results in absence of rolipram) (Fig. 1).
The addition of SB-203580 (10 μM), a selective p38 mitogen-
activated protein kinase (MAPK) inhibitor, did not significantly modify
the sustained contraction induced by phenylephrine (1 μM). In these
conditions, the relaxation induced by forskolin (0.1 μM) or db-cAMP
(50 μM) was significantly increased (62.3±1.9%, n=8 and 83.4±7.3%,
n=9, respectively; Pb0.01 with respect to the controls in absence of
SB-203580, in both cases) (Fig. 2).
3.2. Effects of forskolin, rolipram and phenylephrine on cAMP production
in isolated RASMC
In another set of experiments, [cAMP]i were assessed by EIA in iso-
lated rat aortic smooth muscle cells. Basal [cAMP]i was 27.2±9.6
fmol/well (n=8). This value was not affected by 0.1 μM forskolin
(39.0±7.5 fmol/well, n=8, P>0.05), although it was significantly
increased by 10 μM forskolin (94.2±24.6 fmol/well, n=8, Pb0.05)
(Fig. 3A).
Rolipram (100 μM, 1 mM) did not modify basal [cAMP]i, but sig-
nificantly potentiated forskolin-induced increases when they were
administered together ([cAMP]i in fmol/well: 96.8±17.3 for 0.1 μM
forskolin and 186.4±73.8 for 10 μM forskolin in the presence of
100 μM rolipram; 668.2±107.3 for 0.1 μM forskolin and 926.8±
91.0 for 10 μM forskolin in the presence of 1 mM rolipram; Pb0.01
with respect to the corresponding levels in the absence of rolipram,
n=8 in all cases; Fig. 3A).
A 10 min preincubation with phenylephrine (1 μM) did not signif-
icantly modify basal [cAMP]i in RASMC. The subsequent addition of
rolipram (100 μM, 1 mM) significantly increased [cAMP]i ([cAMP]i in
fmol/well: 71.3±15.8 and 128.9±44.2, respectively; n=8, Pb0.05 in
both cases). After 10 min in the presence of phenylephrine (1 μM),
the addition of forskolin (0.1 μM, 10 μM) significantly increased basal
[cAMP]i ([cAMP]i in fmol/well: 120.2±81.0, n=8 and 491.4±96.5,
n=7, respectively; Pb0.01 with respect to basal values in the absence
of phenylephrine in both cases) (Fig. 3B). Also, a 10 min preincubation
with phenylephrine (1 μM) significantly potenciated the increases of
[cAMP]i induced by the combination of 100 μM rolipram and 0.1 μM
forskolin when they were administered together (228.1±65.0 fmol/
well, n=8, Pb0.01).
A 10 min preincubationwith SB-203580 (10 μM) did not significant-
ly modify basal or forskolin-enhanced [cAMP]i values ([cAMP]i in fmol/
well after treatment with SB-203580: 18.9±10.7 in vehicle-treated
cells; 36.3±13.7 in cells treated with 0.1 μM forskolin and 88.0±19.6
in cells treated with 10 μM forskolin; n=6, P>0.05 with respect to the
controls in the absence of SB-203580 in all cases) (Fig. 3C).
3.3. Effects of L-type Ca2+ channels inhibitors in forskolin-induced
vasorelaxation
The L-type voltage operated Ca2+ channel (VOCC) inhibitors
nifedipine (1 μM) and verapamil (1 μM) partially inhibited the
phenylephrine-induced contraction (% of relaxation of the
phenylephrine-induced contraction: 46.2±2.6, n=12 for nifedipine
and 39.0±2.2, n=12 for verapamil; Pb0.01 with respect to vehicle in
both cases). Once the relaxation induced by nifedipine or verapamil
was stabilized, the subsequent addition of forskolin (0.1 μM) almost
completely relaxed the remaining contraction (% of relaxation with re-
























Fig. 2. Effects of SB-203580 on the relaxation induced by forskolin and db-cAMP in
endothelium-denuded rat aortic rings pre-contracted with phenylephrine (1 μM).
Data are mean±s.e.m. of at least 8 experiments. **Pb0.01 with respect to the results




























Fig. 1. Effects of rolipram (ROL) on the relaxation induced forskolin (FSK) and db-cAMP
in endothelium-denuded rat aortic rings pre-contracted with phenylephrine (1 μM).
Data are mean±s.e.m. of at least 6 experiments. ##Pb0.01 with respect to vehicle
control; *Pb0.05 or **Pb0.01 with respect to the results in the absence of rolipram.
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and 51.3±1.8%, n=6 in the presence of nifedipine or verapamil, re-
spectively; P>0.05 with respect to the controls in the absence of nifed-
ipine or verapamil) (see representative trace in Fig. 4).
3.4. Effects of forskolin and db-cAMP on the contraction by
phenyleprhine in absence of extracellular Ca2+
After a period of 20 min in Ca2+-free KBS, phenylephrine (1 μM)
evoked a transient contraction of the aortic rings (maximal tension
reached: 0.57±0.03 g, n=46) that returned to basal values within
6 min. Then, the organs were washed for 45 min with 1.5 mM
Ca2+-containing KBS (in order to replenish intracellular Ca2+ stores)
followed by another 20 min period in Ca2+-free KBS. A subsequent
application of 1 μM phenylephrine induced a second transient con-
traction of the aortic rings (maximal tension reached: 0.40±0.02 g,
n=24) which represents 85.5±4.9% of the first contraction (Table 1).
In order to study cAMP effects on phenylephrine-induced contrac-
tions in the absence of extracellular Ca2+, forskolin or db-cAMP (or
vehicle for controls) were added to the organ bath 15 min before the
second application of phenylephrine. This second phenylephrine-
induced contraction was significantly reduced in the presence of
forskolin (0.1 μM) (Table 1). Similar results were obtained after
preincubation with 50 μM db-cAMP (Table 1).
3.5. Effects of forskolin and db-cAMP on contractions induced by
activation of capacitative Ca2+ entry
In Ca2+-free medium, endothelium-denuded rat aortic rings did
not contract in response to thapsigargin (1 μM), which depletes intra-
cellular Ca2+ stores by blockade of the sarcoplasmic/endoplasmic re-
ticulum Ca2+ ATPase (SERCA). After treatment with thapsigargin, the
change to Ca2+-containing medium induced a sustained contractile
response (maximal tension reached: 0.38±0.07 g, n=7). This con-
traction, which has been attributed to the activation of the so-called
capacitative Ca2+ entry through store-operated calcium channels
(SOCC, see Discussion), was significantly relaxed by 0.1 μM forskolin
or 50 μM db-cAMP (Table 1).
As described in Section 3.3, the addition of phenylephrine (1 μM)
in Ca2+-free solution induced a transient contraction by depletion of
intracellular IP3-sensitive Ca2+ stores. After 15 min of washing with
PHE NIF FSK
 
Fig. 4. Representative tension/time trace of the contractile response to phenylephrine
(PHE, 1 μM) in endothelium-denuded rat aortic rings and subsequent treatment with
nifedipine (NIF, 1 μM) and forskolin (FSK, 0.1 μM).
Table 1
Effects of forskolin and db-cAMP on the contractions induced by a second application of
phenylephrine in a Ca2+-free external solution, following the protocol described in
Section 3.4 (2nd PHE): the results are expressed as % of the first phenyleprhine induced
contraction, considered as 100%. Effects of forskolin and db-cAMP on the contractions
induced by reintroduction of Ca2+ in the external solution after depletion of the intra-
cellular Ca2+ stores with 1 μM thapsigargin (Ca2+ after THAPS) or 1 μM phenylephrine
(Ca2+ after PHE), following the protocols described in Section 3.5: the results are
expressed as % of the contraction measured in the absence of forskolin, db-cAMP or
vehicle.
2nd PHE (1 μM) Ca2+ after THAPS Ca2+ after PHE
Vehicle 85.5±4.9 (n=24) 103±3.6 (n=8) 97±4.7 (n=10)
Forskolin
(0.1 μM)
49.3±7.6⁎⁎ (n=12) 84.6±7.0⁎⁎ (n=5) 70.6±6.4⁎⁎ (n=9)
db-cAMP
(50 μM)
60.8±5.4⁎⁎ (n=12) 78.4±6.5⁎⁎ (n=5) 73.5±4.5⁎⁎ (n=9)
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Fig. 3.Measurement of [cAMP]i in RASMC by EIA (A) Forskolin (FSK)-induced increases
on [cAMP]i are potentiated in the presence of the PDE4 inhibitor rolipram (ROL). Data
are mean±s.e.m. of at least 8 experiments. **Pb0.01 with respect to the results in the
absence of ROL. (B) In the presence of phenylephrine (PHE), rolipram induce a signif-
icant increase of [cAMP]i and the increase of [cAMP]i induced by FSK or by ROL+FSK is
significantly enhanced. Data are mean±s.e.m. of at least 8 experiments. *Pb0.05 or
**Pb0.01 with respect to the results in the absence of PHE. (C) Pretreatment of
RAMSC with SB-203580 (SB) did not modify [cAMP]i in basal conditions or in the pres-
ence of FSK. *Pb0.05 with respect to controls with vehicle.
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Ca2+-free medium, a second administration of phenylephrine (1 μM)
did not induce a significant contraction of the preparations (data not
shown). In these conditions, after treatment with phenylephrine,
re-introduction of external Ca2+ (1.5 mM) induced a sustained con-
tractile response on aortic rings (maximal tension reached: 0.50±
0.08 g, n=32). This contraction was significantly relaxed by 0.1 μM
forskolin or 50 μM db-cAMP (Table 1). The remaining contraction was
completely suppressed by the addition of nifedipine (data not shown).
4. Discussion
In our experiments, forskolin relaxed endothelium-denuded rat
aortic rings pre-contracted with phenylephrine with higher potency
to that previously described (Delpy et al., 1996) and with similar
potency to that described in endothelium-intact rat aortic rings
precontracted with phenylephrine (Delpy et al., 1996), noradrenaline
(Sukhanova et al., 2006) or with high K+ concentration (Elgoyhen
et al., 1992; Silver et al., 1985). Although it is generally accepted
that this effect is mediated by its ability to increase [cAMP]i (Insel
and Ostrom, 2003; Rembold and Chen, 1998), other authors have
suggested that the vasorelaxant actions of forskolin could be due to
the inhibition of a number of membrane transport proteins and chan-
nel proteins through a mechanism that does not involve the produc-
tion of cAMP (Laurenza et al., 1989). According to this last hypothesis,
forskolin (0.1 μM), which relaxed phenylephrine-precontracted aor-
tic rings in ~44%, did not significantly induce an increase in [cAMP]i
in RASMC. However the forskolin vasorelaxation observed here
seems to be mainly mediated by an increase in [cAMP]i, since:
i) We have shown, for the first time, that low concentrations of
forskolin (0.1 μM) significantly increase basal [cAMP]i in the
presence, but not in the absence, of phenylephrine, which did
not modify [cAMP]i by itself.
ii) The effects of forskolin described here are reproduced by the
cAMP analogue db-AMPc. Also, the vasorelaxant effects of
forskolin and db-cAMP were similarly affected by rolipram,
SB-203580, nifedipine or verapamil.
iii) Although rolipram did not modify phenylephrine contractions,
it significantly potentiated forskolin- and db-cAMP-induced
relaxation. Furthermore, it has been previously described that
PDE4 activity is not relevant for the regulation of rat aortic
smooth muscle contractility, since rolipram did not relax
endothelium-deprived rat aortic rings pre-contracted with
norepinephrine or high K+ (Noguera et al., 2001). All this to-
gether suggests that the role of PDE4 in the regulation of rat
aortic smooth muscle contractility is not relevant at basal
[cAMP]i but, when [cAMP]i is enhanced, PDE4 activity may be
increased as a mechanism of compensation to speed-up
cAMP degradation, thus counteracting its vasorelaxant activity.
This increase in cAMP-PDE activity should be independent
of the increased expression of PDE4 detected in vascular and
endothelial cells after long-term sustained [cAMP]i increases
(Campos-Toimil et al., 2008; Maurice, 1998) and could be re-
lated to PKA-dependent phosphorylation which increases
PDE4 activity (Liu and Maurice, 1999; Sette et al., 1994).
Our enzyme-immunoassay experiments confirm that rolipram
was unable to induce an increase of basal [cAMP]i, indicating that
RASMC does not have significant basal AC activity. Despite this,
rolipram significantly potentiated the forskolin-induced increases in
[cAMP]i. This potentiation was higher in phenylephrine pre-treated
RASMC, although this agonist did not increase basal cAMP levels by
itself (see above). Interestingly, rolipram also induces an increase
of [cAMP]i in the presence of phenylephrine. From these results we
cannot infer the mechanism by which phenylephrine potentiates
cAMP increases; however previous reports have suggested that the
activation of α1-adrenoceptors may potentiate the increases in
[cAMP]i induced by different stimuli (Etgen and Petitti, 1987; LeSage
et al., 2004). With reference to our dataset it has been reported that
this effect could be mediated by PKC activation (Ho et al., 1988).
It has been reported that PDE4 inhibition induces endothelium-
independent relaxation of several pre-contracted vascular prepara-
tions. For example, the selective PDE4 inhibitors denbufylline and
rolipram relax canine basilar artery pre-contracted with U46619, a
thromboxane mimetic (Willette et al., 1997) and rolipram significant-
ly relaxes human umbilical arteries pre-contracted with histamine
and potentiates the relaxation induced by forskolin in the same prep-
aration (Santos-Silva et al., 2008). A similar effect has been reported
for Ro 20–1724, a selective PDE4 inhibitor, which induces a potentia-
tion of the forskolin-induced relaxation in several preparations of
non-vascular smooth muscle (Muller and Baer, 1983). This is, to our
knowledge, the first study showing that inhibition of PDE4 potenti-
ates the direct vasodilator effect of cAMP-elevating agents in rat
aortic vascular smooth muscle. This is in contrast to the findings of
Noguera et al. (2001) that PDE4 was not involved in the relaxation
of rat aorta.
The p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway has
been shown to be implicated in vascular smooth muscle contraction
(Bao et al., 2007; Srinivasan et al., 2008). In rat aorta, SB-203580, a se-
lective p38 MAPK inhibitor, reduces the contractile effect of endothelin
1 (Park et al., 2003) or angiotensin II (Meloche et al., 2000) in
endothelium-denuded preparations. It has been reported that forskolin
increases the levels of phosphorylation of p38 MAPK in porcine aortic
endothelial cells (Grossini et al., 2009) and that forskolin or db-cAMP
reduced the thrombin-induced phosphorylation of p38 MAP kinase in
aortic smooth muscle A10 cells (Nakajima et al., 2005).
Our results suggest that p38 MAPK is not involved in phenylephrine-
induced contraction of rat aortic rings, since its inhibitionwith SB-203580
did not alter these contractions. However, the vasorelaxant effects evoked
by cAMP-elevating agents in aortic rings pre-contractedwith phenyleph-
rine were potentiated in the presence of p38 MAPK inhibitor. This is, to
our knowledge, the first report on the effects of p38 MAPK inhibition on
the vasorelaxant effects of cAMP. Based on these results, we believe that
activated p38 MAPKmay counteract, in part, the cAMP-mediated relaxa-
tion by amechanismnot related to the contraction induced by the agonist
itself, but by interfering with cAMP downstream signalling, since
SB-203580 did not modify basal or forskolin-enhanced [cAMP]i levels.
However, further experiments are needed to confirm this possibility.
In vascular smooth muscle, phenylephrine induces contraction
by activation of α1 adrenergic G-protein-coupled receptors and the
subsequent increase of [Ca2+]c due to inositol 1,4,5-trisphosphate-(IP3)
mediated release of Ca2+ from internal stores and Ca2+ influx via sev-
eral types of Ca2+-permeable channels, including receptor-coupled
Ca2+ channels, agonist-activated non-selective cation channels,
dihydropyridine-sensitive Ca2+ channels and store operated Ca2+
channels responsible for capacitative Ca2+ entry (Docherty, 2010;
Sanders, 2001).
Here, the complete inhibition of nifedipine- or verapamil-sensitive
channels reduces by ~40% the phenylephrine induced contractions,
demonstrating that L-type VOCC participate in phenylephrine-induced
contraction in rat aorta, as previously reported for noradrenaline-
induce contractions (Hagiwara et al., 1993), and in accordance with
our results showing that the plateau phase of the angiotensin
II-induced response was partially inhibited by nifedipine in isolated
rat aortic myocytes (Campos-Toimil et al., 2007). Interestingly, once
the relaxation induced by both VOCC inhibitors had stabilized, the
remaining contraction was almost completely inhibited by forskolin.
Considering the total phenylephrine contraction as 100%, the relaxa-
tion induced by forskolin is similar to that measured in the absence of
the VOCC inhibitors (~50% of the total phenylephrine contraction).
Although these results suggest that the vasorelaxant effect due to
increases in cAMP is not mediated by a reduction of Ca2+ entry though
L-type VOCC, contrasting results have been described by Orlov et al.
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(1996), measuring 45Ca2+ influx in RASMC and by Satoh and
Sperelakis (1995) using patch clamp recording in A7r5 cells, a vascular
smooth muscle cell line obtained from embryonic rat aorta. Therefore
care must taken with the interpretation of this data until an explana-
tion for these differences can be found.
In the absence of extracellular Ca2+, forskolin and db-cAMP
inhibited the contraction induced by phenylephrine, suggesting that
increases in [cAMP]i reduce the release of Ca2+ from intracellular
stores in rat aortic myocytes. In good agreement with our results,
Ahn et al. (1992) demonstrated that both forskolin and db-cAMP
reduce IP3 production in rat aortic vascular smooth muscle. Additional-
ly, Yang et al. (1999) have reported that [cAMP]i rises might reduce
agonist-induced Ca2+ mobilisation from IP3-sensitive Ca2+ stores in
canine aortic smooth muscle cells and suggested that this effect could
be mediated by PKA activation that might inhibit IP3 generation.
It has been described that depletion of intracellular Ca2+ pools,
either by membrane agonists or by intracellular agents, increases
membrane permeability to Ca2+ in non-excitable cells, which, in
turn, allows the refilling of depleted stores through SOCC, in accor-
dance with the so-called “capacitative model” or store operated
Ca2+ entry (SOCE) (Álvarez-Castro et al., 2004; Putney, 2009), a pro-
cess that is associated with a functional contraction in rat aorta
(Noguera et al., 1998). In recent years, transient receptor potential
(TRP) and Orai channels have been presented as molecular candi-
dates for SOCC (Potier and Trebak, 2008).
In RASMC, SOCE can be partially inhibited by nifedipine
(Álvarez-Castro et al., 2004). Here, reintroduction of external Ca2+
after depletion of intracellular Ca2+ stores with phenylephrine or
thapsigargin elicited a sustained contraction that was relaxed by
forskolin or db-cAMP, the remaining contraction being mediated by
Ca2+ entry through nifedipine-sensitive channels. These results sug-
gest that forskolin- and db-cAMP-induced relaxation of rat aortic
smooth muscle is mediated, in part, by inhibition of Ca2+ entry
through SOCC. The different potency of forskolin and db-cAMP to
relax the SOCE-evoked contractions induced by phenylephrine or
thapsigargin is probably due to the activation of different channels
after depletion of intracellular stores with α-adrenergic inhibitors or
SERCA inhibitors in rat aorta (Noguera et al., 1997).
The hypothesis of an inhibition of both intracellular Ca2+ release
and capacitative Ca2+ entry in vascular smooth muscle cells as a
mechanism underlying cAMP-induced vasorelaxation is supported
by our previous results with isolated rat aortic smooth muscle cells.
In these cells we have measured [Ca2+]i with fura-2 and [cAMP]i by
fluorescence resonance energy transfer (FRET) using epac-cAMPs
dyes, showing that forskolin-induced increases of cAMP are able to
inhibit intracellular Ca2+ release and the subsequent transmembrane
store operated Ca2+ entry in an independent way (Cuíñas et al.,
2010).
4.1. Conclusions
Nanomolar concentrations of forskolin induce vasorelaxation of
rat aortic smooth muscle by inducing an increase in [cAMP]i. The
mechanism of this relaxation, at least in part, consists of a reduction
of Ca2+ release from intracellular Ca2+ reservoirs and an inhibition
of the subsequent transmembrane SOCE. In our experimental condi-
tions, the cAMP-induced relaxation of endothelium-deprived rat aortic
rings is not reduced after inhibition of L-type VOCC with nifedipine or
verapamil and it is potentiated by selective inhibition of p38 MAPK
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